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ETUDE DU ZINC ET DES ATPASES DE TYPE P BACTERIENNES DANS L’INTERACTION ENTRE 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ET LES CELLULES-HOTES. 
 
Après infection d’une cellule hôte, telle qu’un macrophage, Mycobacterium tuberculosis (M. 
tuberculosis) réside à l’intérieur d’un phagosome et est soumis aux actions cellulaires visant à 
l’éliminer. Afin de survivre et se multiplier, le bacille a développé des stratégies pour combattre ou 
contourner ces mécanismes bactéricides. Une étude portant sur l’interaction entre M. tuberculosis et 
les cellules-hôtes, cellules dendritiques et macrophages, a révélé l’existence d’une famille de gènes 
mycobactériens fortement exprimés au cours de l’infection. Ces gènes codent pour des Ctp, protéines 
appartenant à la famille des ATPases de type PIB et prédites pour transporter des métaux de transition 
tels que Zn2+, Cd2+ ou Cu+. De façon complémentaire, la modulation de gènes cellulaires impliqués 
dans l’homéostasie du zinc a été mise en évidence. A partir de ces résultats, nous avons pu montrer 
qu’après infection par M. tuberculosis se produit une libération massive de zinc à l’intérieur du 
macrophage, et qu’une partie de ce zinc s’accumule dans le phagosome. En réaction cet afflux massif 
de zinc, le bacille active les systèmes d’export du métal, dont l‘ATPase de type P CtpC. En effet, un 
mutant inactivé dans le gène codant pour CtpC et très sensible au zinc et est atténué dans sa 
capacité à parasiter les macrophages. L’ensemble de ces résultats a pu être reproduit avec une 
souche sauvage et un mutant inactivé dans le gène codant pour l‘ATPase de type P ZntA responsable 
de l’efflux du zinc chez Escherichia coli, suggérant que l’utilisation du zinc par les cellules 
immunitaires pour empoisonner les microorganismes est un mécanisme général de l’immunité innée 
antimicrobienne.  
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 INTRODUCTION 
A. LA TUBERCULOSE 
 I.  EPIDÉMIOLOGIE 
a. Définition 
Bien que communément considérée comme « vieille maladie », la tuberculose reste une des principales 
causes de décès dus à un agent infectieux unique dans le monde. En 2009, on dénombre 1.7 millions 
de morts dues à la tuberculose, et 9.4 millions de nouveaux cas (rapport de l’organisation mondiale de 
la santé (OMS) 2010, http://www.who.int/tb/publications/global_report/2010/en/index.html). 
La tuberculose est une maladie infectieuse causée par la bactérie Mycobacterium tuberculosis, bactérie 
intracellulaire facultative à croissance lente. Elle atteint principalement les poumons et se propage par 
des gouttelettes exhalées qui diffusent dans l’air d’une personne malade à une personne saine. Un seul 
bacille inhalé suffit à établir l’infection. Cependant, cela ne provoque pas nécessairement la maladie, et 
on estime qu’un tiers de la population mondiale est infecté de façon latente par M. tuberculosis, 
représentant ainsi un immense réservoir du pathogène. Chez 5 à 10% des porteurs sains, il se produit 
une réactivation de la forme latente vers la forme active de la maladie, entrainant ainsi des dommages 
au niveau des poumons, ces personnes deviennent alors contagieuses. Eventuellement l’infection peut 
disséminer vers d’autres organes. Les raisons de la réactivation, outre la coinfection avec le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH) ou certaines thérapies immunosuppressives, sont sans doute 
nombreuses et restent encore assez méconnues. 
Certains facteurs peuvent être reliés à la résurgence de la tuberculose (1, 2), facteurs dont le 
dénominateur commun est l’affaiblissement du système immunitaire. 
b. Facteurs sociaux de l’incidence de la tuberculose 
La pauvreté et la surpopulation font partie des principaux facteurs de risque. En effet, la malnutrition et 
des conditions de vie insalubres qui leur sont liées sont propices au développement de la maladie. En 
effet, la malnutrition cause une diminution de l’efficacité des défenses immunitaires et il a été observé 
une forte prévalence de maladies infectieuses chez les personnes souffrant de malnutrition (2). 
Cependant, il faut tenir compte du fait que la tuberculose provoque une perte de poids, une déficience 
du système immunitaire et autres signes s’apparentant à une malnutrition, et lors des études, il est 
impossible de déterminer l’état nutritionnel dans lequel se trouvait le patient avant le développement de 
la maladie. Cependant les études sur les modèles animaux permettent d’évaluer directement l’impact 
réel de la malnutrition sur la susceptibilité à la tuberculose (3, 4).  
L’épidémie de l’infection par le VIH fait également partie des causes principales de développement de 
tuberculose, particulièrement dans certaines régions du monde comme en Afrique sub-Saharienne. En 
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effet, en raison de l’affaiblissement de son système immunitaire, une personne VIH-positive est 
hautement plus susceptible de développer la tuberculose qu’une personne séro-négative. Il a été 
estimé que 11 à 13% des nouveaux cas de tuberculose en 2009 étaient VIH-positifs (OMS 2010). La 
coinfection VIH/tuberculose est un vrai problème pour le contrôle de la tuberculose dans les zones à 
haute prévalence de l’infection par le VIH, et le taux de patients VIH-positifs parmi les nouveaux cas de 
tuberculose peut atteindre 50% dans ces régions.  
D’autres facteurs émergents, comme le tabac, l’alcool et la consommation de drogues, sont également 
liés à une susceptibilité accrue à la tuberculose (5, 6, 7). Ainsi fumer, être fumeur passif ou être exposé 
à la pollution de l’air, altère les fonctions immunitaires au niveau des poumons, en inhibant les fonctions 
des macrophages et des lymphocytes, mais provoque aussi un stress oxydatif qui diminue la capacité à 
contrôler une infection et détruit des tissus importants pour la clairance des pathogènes. 
c. Facteurs endogènes de l’incidence de la tuberculose 
Dès le 18
ème
 siècle, l’observation de la variabilité inter-individuelle dans le devenir de l’infection par M. 
tuberculosis et le fait que plusieurs cas de tuberculose apparaissaient au sein d’une même famille ont 
mis sur la voie de causes héréditaires dans le développement de la tuberculose. Depuis, le 
développement d’outils d’analyses adaptés a permis d’identifier des loci impliqués dans la susceptibilité 
à l’infection, comme par exemple le locus de la région chromosomique 8q12-q13 qui confère une 
prédisposition à la tuberculose pulmonaire (8). En parallèle des approches globales du génome, des 
polymorphismes ont été identifiés au niveau de gènes candidats connus pour leurs effets sur la 
tuberculose dans les modèles animaux (i.e NRAMP1, HLA class II, VDR, MAL/TIRAP, DC-SIGN, MCP-
1, TLR8 (9-12).   
Au-delà de la variabilité inter-individuelle, il a également été montré une différence de susceptibilité 
entre les hommes et les femmes (13). En effet, les femmes représentent seulement 35% de la totalité 
des cas de tuberculose dans le monde, et cette répartition est retrouvée dans toutes les régions du 
monde. Des études de prévalence de la tuberculose menées de façon systématique ont montré qu’il 
existe réellement une différence de susceptibilité entre les hommes et les femmes, pouvant être due, 
entre autres, au taux d’hormones stéroïdiennes. Notamment, les œstrogènes potentialisent l’activation 
des macrophages, le manque d’androgène augmente le nombre de lymphocytes T et favorise leur 
prolifération suite à la reconnaissance d’un antigène (14). Une autre explication pourrait venir des 
chromosomes sexuels. Cependant, même si une région sur le chromosome X a été associée à la 
susceptibilité à la tuberculose (15), il n’y a à ce jour aucune preuve du rôle de ce locus. Enfin les 
différences de métabolisme entre les hommes et les femmes, comme par exemple le métabolisme des 
acides gras, ou le taux de fer dans le sang, peut également être une source de différence dans la 
susceptibilité à l’infection. 
De plus en plus d’études montrent que le diabète est un facteur de risque majeur pour la susceptibilité à 
l’infection par M. tuberculosis. En effet, l’incidence de la tuberculose chez les personnes diabétiques est 
très importante, et le taux d’échec du traitement anti-tuberculeux chez ces patients est particulièrement 
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élevé. Les effets du diabète sur la susceptibilité à l’infection sont d’une part directement liés à 
l’hyperglycémie et à l’insulinopénie. D’autre part, le diabète affecte les fonctions des macrophages, 
comme le chimiotaxisme, la phagocytose ou la présentation des antigènes, et des lymphocytes, comme 
la production de cytokines ou la prolifération. L’altération de ces fonctions empêche un contrôle efficace 
du bacille et permet ainsi le développement de la maladie. De plus, le traitement antituberculeux et le 
traitement contre le diabète peuvent interférer négativement, aggravant ainsi les deux maladies (16). 
Face à la résurgence de la maladie, l’OMS a réagi en mettant en place la lutte contre la tuberculose au 
niveau mondial. 
d. Les stratégies de lutte 
En 1990, la tuberculose est reconnue comme un des problèmes majeurs de santé publique, en 1993 
l’OMS fait de la tuberculose « urgence mondiale », et en 1995 lance la thérapie « DOTS » (Directly 
Observed Treatment Short course). Elle comprend 5 points majeurs : 
- Engagement politique et financier pour soutenir la lutte contre la tuberculose 
- Diagnostic systématique par observation des crachats de patients sous microscope 
- Traitement à court terme standardisé et surveillé pour une observation complète du traitement 
par le patient 
- Un approvisionnement régulier et ininterrompu en antibiotiques 
- Enregistrement et rapport systématique à l’OMS des cas de tuberculose 
En 2006, la stratégie « Stop TB », établie autour de la DOTS, lance le « Global Plan to stop TB » 2006-
2015, visant d’ici à 2015 à maitriser l’incidence de la tuberculose et inverser sa tendance, et de réduire 
de moitié les taux de prévalence et de mortalité par rapport à l’année 1990. Pour atteindre ces objectifs, 
de nouveaux éléments sont ajoutés: 
- La prise en compte des souches multi (MDR) et extrêmement (XDR) résistantes de M. 
tuberculosis dans le traitement ainsi que des patients coinfectés VIH/TB 
- La contribution au renforcement du système de santé 
- L’engagement de tous les acteurs de la santé 
- L’implication des patients et les communautés dans le contrôle de la tuberculose 
- La promotion de la recherche au niveau du diagnostic, de la vaccination et du traitement 
Des objectifs sont fixés par l’OMS d’ici 2015, comprenant des taux de dépistage et de traitement à 
atteindre (traitement de 50 millions de tuberculeux, réduction de moitié de la prévalence et du nombre 
de décès, thérapie antivirale à 3 millions de patients coinfectés VIH/TB), ainsi que le développement 
d’outils de diagnostic, la découverte de nouveaux anti-tuberculeux permettant de diminuer la durée du 
traitement et d’un nouveau vaccin, sûr et efficace. D’une façon plus générale, l’un des objectifs (6.3) du 
millénaire pour le développement, fixés par l’ONU en 2000, est la maîtrise des maladies comme le 
SIDA, le paludisme et la tuberculose et d’inverser la tendance de l’incidence de ces maladies d’ici à 
2015. 
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Entre 1990 et 2010, 36 millions de patients ont été traités et 8 millions de morts évitées. Parmi les 
nouveaux cas de tuberculose recensés en 2007 et 2008, plus de 85% ont été soignés, dépassant ainsi 
le pourcentage à atteindre fixé par l’OMS, et en 2008, le taux de détection de nouveaux cas a été 
estimé à 61%, proche du taux à atteindre de 70%. Cependant, malgré ces succès, et la diminution du 
taux d’incidence par an de 1%, le nombre de nouveaux cas de tuberculose dans le monde ne cesse 
d’augmenter avec l’accroissement de la population mondiale. 
Fin 2010, à mi–parcours, le « Global Plan to stop TB » a été mis à jour en prenant en compte les 5 
premières années d’application du plan. Deux principales composantes ont été ajoutées, une partie 
mise en œuvre pour une amélioration du contrôle de la tuberculose, notamment  par la prise en compte 
des nouveaux outils de diagnostic, plus performants, et une partie recherche et développement pour la 
mise au point de nouveaux produits diagnostiques, de nouveaux traitements et vaccins. 
L’application efficace du plan permettrait d’obtenir d’ici 2015 : 
- Des tests diagnostiques utilisables en centre de soins permettant de dépister la tuberculose 
active, de la tuberculose latente, et des souches résistantes aux antibiotiques 
- Un nouveau traitement antituberculeux de 4 mois pour traiter la tuberculose sensible aux 
antibiotiques 
- Au moins un nouvel antibiotique actif contre les souches MDR 
- Un traitement plus efficace contre la tuberculose latente 
- 4 nouveaux candidats vaccins en phase III des essais cliniques 
 
 II. PRÉVENTION 
a. Le vaccin actuel 
Le vaccin utilisé encore aujourd’hui dans la prévention contre la tuberculose a été mis au point au début 
du 20
ème
 siècle par Calmette et Guérin à partir d’une souche virulente de M. bovis, agent pathogène du 
bovin et de l’homme. Après 13 ans de passage continu in vitro, la souche est devenue suffisamment 
atténuée pour ne pas causer de maladie, initialement testée chez le bovin, puis chez l’homme, tout en 
provoquant une réponse immunitaire assurant son efficacité en tant que vaccin. Elle est alors baptisée 
BCG (Bacille de Calmette et Guérin). Dès  1930, elle est utilisée comme vaccin intradermique et après 
la seconde guerre mondiale, la vaccination devient systématique chez les nouveaux nés et les enfants 
en France. Depuis, plus de 3 milliards de personnes ont reçu le vaccin BCG et son utilisation a 
largement contribué à stopper l’épidémie de tuberculose en Europe. Depuis 2007, il n’est plus 
obligatoire en France. 
Cependant, si son efficacité contre la tuberculose, notamment chez les enfants contre les formes 
graves et disséminées est prouvée, la protection contre la tuberculose pulmonaire chez les adultes, 
ainsi que dans les pays à haute incidence de tuberculose est limitée. Le manque de protection (de 0 à 
80%) chez les adultes s’expliquerait par le fait que l’effet du vaccin est limité dans le temps. Après une 
Figure 1: Les différentes stratégies de vaccination contre la tuberculose.  D’après Parida et Kaufmann, 
Current Opinion in Immunology 2010 
(3) Diminution de la durée du 
traitement 
(1) Risque de réactivation lors d’une faiblesse ou suppression de 
l’immunité; dommages collatéraux dus au maintien d’une réponse 
immunitaire continue 
(2) Risque de dommages collatéraux dus à une réponse immunitaire 
exagérée 
(1) Contenance de l’infection et 
prévention de l’apparition de la 
maladie 
(2) Elimination de M. tuberculosis 
infection latence réactivation 
Vaccination pré-exposition 
(1) ou (2) 
Vaccination post-exposition 
(1) ou (2) 
Vaccination thérapeutique 
(3) et/ou (4) 
(1) Réduction de l’incidence de la tuberculose 
(2) Eradication de M. tuberculosis, aucun risque de réactivation 
(1) Contenance de l’infection et 
prévention de la réactivation 
(2) Elimination de M. tuberculosis 
AVANTAGES 
INCONVÉNIENTS 
(4) Amélioration de la réponse 
à la chimiothérapie 
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période de 10 à 20 ans, l’immunité induite par BCG tomberait sous un seuil de protection ne permettant 
plus une défense efficace contre l’infection par M. tuberculosis (17). De plus, le manque d’efficacité du 
vaccin dans les régions à forte incidence de tuberculose semble être dû au contact antérieur avec des 
mycobactéries environnementales, que l’on retrouve dans les sols ou dans l’eau et qui partagent des 
motifs antigéniques avec M. tuberculosis. En effet des études cliniques ont montré que l’exposition à 
des mycobactéries avant la vaccination par BCG réduit considérablement son effet (18, 19).  
Deux hypothèses peuvent expliquer les différences entre les individus naïfs et ceux sensibilisés au 
préalable, celle du masquage et celle du blocage (17). La première repose sur le fait que l’exposition à 
des mycobactéries environnementales confère un certain niveau de protection contre la tuberculose et 
l’effet additif de la vaccination par BCG est limité. Cependant cela implique qu’il devrait y avoir une plus 
faible incidence de tuberculose dans les régions à forte présence de mycobactéries environnementales, 
ce qui n’est pas le cas. L’hypothèse du blocage suggère qu’une réponse immunitaire antérieure à des 
antigènes mycobactériens bloque la réplication de BCG lors de l’inoculation et empêche ainsi 
l’établissement et le maintien d’une protection efficace. En 2002, Brandt et coll. ont montré que la 
multiplication de BCG dans des souris était inhibée par l’exposition antérieure à des espèces 
mycobactériennes environnementales (20). De plus la réponse immunitaire induite par BCG chez un 
hôte ayant été préalablement exposé à des mycobactéries existe, mais elle est transitoire (20, 21). Par 
contre, contrairement à l’hypothèse du masquage, l’immunité induite par les mycobactéries 
environnementales n’a pas d’effet contre l’infection par M. tuberculosis, mais la vaccination avec une 
souche plus virulente que BCG ou une sous-unité de M. tuberculosis pourrait être efficace (20). Les 
deux hypothèses du masquage et du blocage ne s’excluent pas l’une l’autre et coexistent sûrement.  
L’inefficacité du vaccin chez les adultes et dans les régions du monde où la population est exposée 
quotidiennement à des espèces mycobactériennes vivant dans l’environnement nécessite le 
développement de nouveaux vaccins, que ce soit en remplacement ou en plus du vaccin BCG actuel. 
b. Vers de nouveaux vaccins 
i. Les différentes stratégies 
La recherche de nouveaux vaccins contre la tuberculose s’articule autour de 2 grands axes, la 
vaccination pré- et post-exposition à M. tuberculosis (figure 1, (22, 23)). Dans les deux cas, l’effet du 
vaccin peut être soit l’établissement d’une réponse immunitaire permettant de contenir l’infection par M. 
tuberculosis et d’empêcher la déclaration ou la réactivation de la maladie, soit  l’éradication de M. 
tuberculosis. Le premier cas nécessite la mise en place et le maintien d’une réponse immunitaire 
continue pour empêcher la réactivation. Pour éliminer complétement le pathogène, une réponse 
immunitaire agressive doit être provoquée, dont le risque est d’entrainer des dommages au niveau des 
tissus de l’hôte. 
 Les deux approches envisagées pour l’élaboration d’un nouveau vaccin, qu’il soit pour une utilisation 
pré ou post-exposition,  sont :  
Tableau 1: Les candidats vaccins contre la tuberculose. Nom et description des différents candidats vaccins en cours 
d’étude, se tourvant en phase I (I) ou II (II) des essais cliniques, ou en étude pré-clinique (P). D’après Kaufmann, 2011 et 
Tuberculosis vaccine candidates – 2010 (OMS-Stop TB partnership) 
Type de vaccin Phase Description 
Candidats vaccins basés sur BCG recombinant 
VPM 1002 I BCG exprimant la listeriolysine et délété de l’uréase 
rBCG30 I BCG exprimant Ag85B 
Areas-422 I BCG exprimant la perfringolysine, Ag85A et Ag85B, et Rv3407 
Candidats vaccins basés sur vecteurs viraux 
Oxford MVA85A/Aeras-485 II Vecteur viral « Modified Vaccinia  Ankara » exprimant Ag85A 
Crucell Ad35/Aeras-402 II Adénovirus 35 exprimant Ag85A, Ag85B et TB10.4 
AdAg85A I Adénovirus 5 exprimant Ag85A 
Candidats vaccins basés sur adjuvants 
Hybrid 1 + IC31 I Fusion de Ag85B et ESAT-6 dans l’adjuvant IC31 
Hybrid 1 + CAF01 I Fusion de Ag85B et ESAT-6 dans l’adjuvant CAF01 
M72 + AS01/AS02 II Fusion de  Rv1196 et Rv0125 dans les adjuvants AS01 et AS02 
HyVac4/Aeras-404 I Fusion de Ag85B et TB10.4 dans l’adjuvant IC31 
HBHA P Heparin Binding Hemagglutinin: Adhésine présente à la surface de M. 
tuberculosis. L’adjuvant n’a pas encore été décidé 
Hybrid 56 + IC31 P Fusion de Ag85B, ESAT-6 et Rv2660 
Candidats vaccins basés sur M. tuberculosis atténué 
MtbΔRD1ΔpanCD P Souche délétée de la région RD1 et auxotrophe pour le pentothenate 
MTBVAC P Souche délétée du gène phoP et fadD26 
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-  le remplacement du BCG : le candidat vaccin doit alors établir une protection immunitaire plus 
efficace et plus longue. Dans ce sens, les études se portent sur l’amélioration de BCG par 
expression recombinante d’antigènes et l’atténuation de M. tuberculosis, suffisante pour ne pas 
causer la maladie et induire une réponse immunitaire protectrice. 
- la stratégie « prime/boost » : un rappel de vaccin améliorant l’immunité induite au préalable par 
BCG ou une souche recombinante de BCG. Pour cela, des sous-unités vaccinales sont à 
l’étude composées d’antigènes mycobactériens, délivrés par un virus ou en combinaison avec 
un adjuvant. 
 
ii. Les candidats vaccins en essais cliniques 
Aujourd’hui, 12 candidats vaccins sont entrés dans les phases des essais cliniques (tableau 1, (24)). 
Trois sont des candidats vaccins vivants destinés à remplacer BCG. Il s’agit de souches recombinantes 
de BCG, exprimant des gènes codant pour des antigènes mycobactériens, Ag85A, Ag85B, Rv3407 
(25), la listeriolysine ou la perfringolysine possédant des propriétés perforatrices de membrane 
permettant une meilleure stimulation des lymphocytes CD8+ (26), ou la combinaison des deux (27). 
Les neuf autres sont des sous-unités vaccinales, destinés à être utilisés comme « booster » de BCG. 
Les vaccins basés sur des vecteurs viraux font partie des plus immunogènes. Ils sont très prometteurs 
et deux sont en phase IIb des essais cliniques, le MVA85A, basé sur le poxvirus non réplicatif MVA 
(« Modified Vaccinia Ankara ») (28)  et l’Aeras-402, basé sur l’adénovirus 35 non réplicatif (29) (30), 
tandis que le troisième, en phase I des essais cliniques, consiste en l’antigène Ag85A exprimé par 
l’adénovirus 5 (31). Enfin, quatre vaccins sont des fusions d’antigènes mycobactériens, injectées en 
combinaison avec des adjuvants (32, 33, 34, 35). Notamment le vaccin H56, constitué de la fusion des 
antigènes Ag85B, ESAT6 et Rv2660c, est très prometteur non seulement en tant que vaccin pré-
exposition, mais également en tant que vaccin post-exposition, où il protège efficacement contre la 
réactivation (36).  
Tous ces candidats vaccins, prometteurs, doivent être évalués chez l’homme pour prouver une 
meilleure efficacité que le vaccin actuel, capacité testée lors de la phase III des essais cliniques. 
iii. Les futurs candidats 
De nouveaux candidats sont en essais précliniques et devraient entrer dans les essais cliniques fin 
2011/début 2012. Il s’agit de souches de M. tuberculosis atténuées, ou de nouveaux antigènes ou 
combinaison d’antigènes (tableau 1 , (24)). Les études s’orientent également vers l’utilisation 
d’antigènes non protéiques, notamment les antigènes lipidiques, comme les sulfoglycolipides (37). Un 
futur vaccin pourrait également être une souche modifiée d’une mycobactérie non pathogène, comme 
IKE, qui est une souche de M. smegmatis qui ne possède plus le système ESX-3 mais exprime celui de 
M. tuberculosis. En essai de vaccination chez la souris, cette souche montre une efficacité supérieure 
et d’une durée plus longue que BCG  (38). 
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iv.  Les vaccins thérapeutiques 
Les vaccins « booster » d’immunité peuvent également être utilisés en combinaison avec la 
chimiothérapie, pour améliorer le traitement lorsque la tuberculose est déclarée, on parle alors de 
vaccination thérapeutique (figure 1). Initialement, M. vaccae, constitué de mycobactéries non 
tuberculeuses inactivées, a été testé en tant que vaccin thérapeutique mais n’a pas montré d’effet sur 
l’amélioration du traitement et est maintenant en étude pour être utilisé comme vaccin chez les individus 
VIH+ (39, 40, 41). Un second vaccin thérapeutique, RUTI, a été développé. Il s’agit de fragments 
cellulaires de M. tuberculosis cultivé en conditions mimant celles du granulome, et délivrés dans des 
liposomes (42). L’intérêt d’une telle vaccination est de diminuer la durée du traitement antituberculeux 
et d’améliorer la réponse à la chimiothérapie. 
c. Le diagnostic 
Une prévention optimale met également en jeu le dépistage efficace des patients atteints de 
tuberculose, pour un traitement le plus précoce et adapté possible. L’orientation diagnostique est 
déterminée par le test tuberculinique et la radiographie du thorax. Le test tuberculinique permet de 
détecter si un individu a été en contact avec une espèce mycobactérienne. Cela implique que les 
individus ayant été vacciné avec BCG sont majoritairement positifs au test, même s’ils n’ont jamais été 
en contact avec M. tuberculosis.  La confirmation du diagnostic se fait ensuite grâce à des outils en 
constante évolution (43),  (44). 
La plus ancienne méthode de diagnostic repose sur l’identification de mycobactéries dans les crachats 
de patients par observation microscopique (45). L’avantage de cette méthode est qu’elle est rapide et 
peu coûteuse, mais elle s’avère moins sensible que d’autres méthodes, comme la culture, en particulier 
chez les patients VIH+. En effet la mise en culture des échantillons cliniques permet de détecter de 10 à 
100 bactéries par ml d’échantillon, cependant le diagnostic ne peut être établi que 10 à 14 jours après 
l’inoculation. Cet outil est intéressant car il permet de tester la sensibilité à différents antibiotiques 
utilisés dans la lutte contre la tuberculose et ainsi la détection des souches MDR et XDR. Cependant il 
ne permet pas l’identification de l’espèce mycobactérienne présente. Des tests complémentaires au 
niveau moléculaire sont nécessaires. Pour cela des techniques de détection moléculaire ont été 
développées, comme l’amplification de l’ADN mycobactérien à partir des crachats. Ces tests permettent 
de détecter les crachats positifs mais aussi négatifs. Ces méthodes sont rapides et spécifiques mais 
coûteuses et moins sensibles que la culture.  
Des améliorations de ces outils sont en cours, notamment au niveau de la détection moléculaire des 
souches de M. tuberculosis MDR et XDR, comme le test XpertMTB/RIF (Cepheid), qui repose sur 
l’amplification en temps réel d’une région spécifique de M. tuberculosis impliquée dans la résistance 
aux antibiotiques. Les nouveaux tests phénotypiques permettent de détecter les résistances à 
pratiquement tous les anti-tuberculeux de plus en plus rapidement (tests MTBDRplus et MTBsl par 
exemple). 
Tableau 2: Les antituberculeux utilisés aujourd’hui dans le traitement contre la tuberculose. Nom, 
(Abbréviation), (famille) et action des différentes molécule sutilisées dans le traitement antituberculeux.  
Composés (famille) Cible 
Antituberculeux de 1ère ligne 
Rifampicine (RIF) (rifamycines) Inhibition de la sous-unité β de l’ARN polymérase 
Isoniazide (INH) Inhibition de la synthèse des acides mycoliques (InhA) 
Ethambutol (ETM) Inhibition de la synthèse de l’arabinogalactane 
Pyrazinamide (PZA) Inhibition de la synthèse des acides mycoliques et/ou de la trans 
traduction 
Thioacétazone (T) Inhibition de la synthèse des acides mycoliques 
Streptomycine  (STP) Inhibition de la sous-unité 30S du ribosome 
Antituberculeux de 2nde ligne 
Amikacine  (AMK) (aminoglycosides) Inhibition de la sous-unité 30S du ribosome et de l’ARNr 16S 
Kanamycine  (aminoglycosides) Inhibition de la sous-unité 30S du ribosome et de l’ARNr 16S 
Capreomycine (aminoglycosides) Inhibition des sous-unités du ribosome 
Ofloxacine (OFX) (fluoroquinolones) Inhibition de l’ADN gyrase 
Ciprofloxacine (CPX) (fluoroquinolones) Inhibition de l’ADN gyrase 
Ethionamide (Et) (nicotinamides) Inhibition de la synthèse des acides mycoliques (InhA) 
D-cyclosérine Inhibition de la synthèse du peptidoglycane 
Acide p-aminosalicylique Inhibition du métabolisme du folate, inhibition de la synthèse de la 
mycobactine 
Prothionamide Inhibition de la synthèse des acides mycoliques 
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Enfin, un nouveau test sanguin a été mis au point permettant de pallier aux défauts du test 
tuberculinique. Il s’agit de l’Interferon Gamma Release Assay (IGRA) qui repose sur la détection de la 
libération d’Interféron γ (IFNγ) dans le sang suite à l’exposition à des antigènes dérivant de M. 
tuberculosis (ESAT-6, CFP10) chez les personnes infectées par M. tuberculosis, de façon latente ou 
développant la maladie. L’intérêt de ce test réside également dans le fait que BCG ne possédant pas 
ESAT-6 et CFP10, les patients ayant été vacciné avec BCG ne sont pas positifs, contrairement au test 
tuberculinique. (46) 
La prévention contre la tuberculose est le premier pas vers son éradication. Malgré les progrès réalisés 
dans ce domaine ces dernières années, les symptômes de la tuberculose n’étant ressentis que lorsque 
la maladie est très avancée et donc le patient contagieux, l’épidémie est difficilement contrôlable sans 
traitement efficace. C’est pour cela que des efforts continus sont nécessaires au niveau de la recherche 
sur le traitement de la tuberculose. 
 III. TRAITEMENT 
a. Le traitement antituberculeux 
Le traitement antituberculeux a plusieurs objectifs, définis par l’OMS : 
- guérir le patient et restaurer la qualité de vie et la productivité 
- empêcher la mort due à une tuberculose active ou à des séquelles de la tuberculose 
- empêcher une rechute 
- réduire la transmission aux tiers 
- empêcher le développement et la transmission de la résistance aux antibiotiques 
L’utilisation de composés possédant des propriétés antituberculeuses a commencé dans les années 
1940 avec la streptomycine, et s’est poursuivie dans les années 1950 avec le premier régime 
antituberculeux composé d’une combinaison d’antibiotiques. Le traitement devait alors être suivi 
pendant 24 mois pour être efficace. Avec la découverte de nouvelles molécules ayant des propriétés 
antituberculeuses, la composition et la durée du traitement ont évolué, jusque dans les années 1980, au 
cours desquelles le traitement antituberculeux encore utilisé aujourd’hui a été approuvé. Il consiste en 
la prise pendant 2 mois des antituberculeux de 1
ère
 ligne, la rifampicine (RIF), l’isoniazide (INH), 
l’ethambutol (EMB) et la pyrazinamide (PZA), suivie de 4 mois avec RIF et INH seulement. Les autres 
antituberculeux de 1
ère
 ligne sont la streptomycine (STP) et la thioacetazone (T) qui peut se substituer à 
l’EMB. L’observance de ce traitement permet jusqu’à 95% de guérison (47, 48). 
Cependant l’apparition de souches de M. tuberculosis résistantes aux antibiotiques a rendu nécessaire 
l’utilisation d’antituberculeux de 2
nde
 ligne (tableau 2). On distingue deux niveaux de résistance :  
- les souches multi-résistantes, ou MDR (multi drug-resistance) caractérisées par la résistance à 
l’INH et la RIF. En 2009 il a été estimé par l’OMS que 250 000 individus étaient atteints de 
tuberculose MDR  dans le monde (rapport de l’OMS 2010, http://whqlibdoc.who.int/publications 
/2010/9789241564069_eng.pdf) 
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- les souches ultra-résistantes ou XDR (extensively drug-resistance) dérivant des MDR et 
résistant également aux fluoroquinolones et à au moins un des médicaments injectables de 2
nde
 
ligne (tableau 2).  
 
Le traitement des souches MDR et XDR nécessite jusqu’à 2 ans de prise médicamenteuse d’une 
combinaison des antituberculeux de 1
ére
 et de 2
nde
 ligne, souvent génératrice d’effets secondaires. 
D’autres facteurs rendent le traitement anti-tuberculeux compliqué. En plus des souches génétiquement 
résistantes, par exemple il a été constaté l’existence de sous-populations de mycobactéries qui sont 
insensibles aux traitements antibiotiques mais pourtant ne sont pas génétiquement résistantes. 
Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’apparition de cet état dit de « persistence » phénotypique. 
D’une part, dans le granulome les bactéries peuvent être hors de portée de l’action des antibiotiques, 
ceux-ci ne pouvant pas les atteindre ou étant en concentration trop faible pour exercer leur action 
bactéricide. D’autre part, certaines bactéries peuvent entrer dans un état physiologique qui les rend 
moins susceptibles aux antibiotiques, suite à l’exposition à des conditions environnementales induisant 
la persistance, ou suite à un évènement stochastique qui aboutit à l’apparition d’une sous-population 
insensibles aux antibiotiques.  
Le traitement contre la tuberculose est également compliqué par les interactions avec d’autres 
médicaments, notamment dans le cas de la thérapie antirétrovirale pour le traitement du VIH ou du 
traitement anti-diabète. En effet, la RIF, un des principaux antituberculeux, augmente l’activité du 
système cytochrome P450 oxydase, ce qui provoque une métabolisation plus rapide d’autres 
médicaments tels que les inhibiteurs de protéases utilisés dans le traitement du VIH (49, 50). 
Le traitement de l’infection latente est également un point délicat de la lutte contre la tuberculose (49). Il 
s’agit d’un défi majeur étant donné le réservoir immense que représentent les individus infectés de 
façon latente dans le monde. La difficulté réside dans le fait que l’état physiologique du bacille pendant 
l’infection latente n’est pas clairement compris. De façon empirique, l’INH a été utilisé pour prévenir le 
développement de la maladie chez des personnes en contact avec des malades, et par exemple a 
permis de réduire de 60% le risque de tuberculose chez les individus VIH positifs (51). Un  traitement à 
base de RIF peut également être efficace dans le traitement de la tuberculose latente. Ces deux 
antibiotiques étant actifs contre les bactéries en réplication, cela suggère que même à l’état latent, le 
bacille présente quelques épisodes de réplication, ou du moins des modifications au niveau de la paroi 
cellulaire. 
L’augmentation de la fréquence d’apparition des souches MDR, et le besoin  d’avoir à disposition des 
antibiotiques actifs contre la tuberculose latente, notamment dans le cadre des coinfections VIH/TB, 
rend nécessaire la découverte de nouveaux composés antituberculeux. Ceux-ci doivent posséder des 
nouveaux mécanismes d’action, être compatibles avec d’autres thérapeutiques et permettre de réduire 
la durée du traitement, pour une observance obligatoire par tous les patients. En effet, l’apparition des 
souches multi-résistantes et plus largement la faillibilité du traitement antituberculeux sont 
principalement dues au non-suivi dans sa globalité, de par sa durée et sa complexité. C’est pour cela 
Tableau 3: Les nouveaux antituberculeux en cours d’essais cliniques. Nom (famille), phase clinique I, II ou III dans 
laquelle la molécule se situe, et action des différents candidats.   
Composés (famille) phase Cible 
Composés existants et redéveloppés pour la lutte antituberculeuse 
Rifapentine (rifamycines) III Inhibition de la sous-unité β de l’ARN polymérase 
Linezolide  (oxazolidinones) II Inhibition de la synthèse protéique  
Gatifloxacine (fluoroquinolones) III Inhibition de l’ADN gyrase 
Moxifloxacine (fluoroquinolones) III Inhibition de l’ADN gyrase 
Nouveaux composés développés pour la lutte antituberculeuse 
SQ109 (diamines) I Inhibition de la synthèse de la paroi mycobactérienne 
PNU-100480 (oxazolidinones) I Inhibition de la synthèse protéique 
AZD-3847 (oxazolidinones) I Inhibition de la synthèse protéique 
TMC-207 (diarylquinolones) II Inhibition de l’ATP synthase 
OPC-67683 (nitroimidazoles) II Inhibition de la synthèse des acides mycoliques 
PA-824 (nitroimidazoles) II Inhibition de la synthèse des acides mycoliques 
LL-3858 (pyrrole) I - 
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que l’OMS a intégré la stratégie DOTS dans la lutte contre la tuberculose, prévoyant notamment un 
approvisionnement continu en médicaments des pays en développement et un suivi obligatoire des 
patients. 
b. Les nouveaux antituberculeux 
On distingue deux groupes de nouveaux antituberculeux : les composés déjà existants dont on 
développe des propriétés antituberculeuses, et les nouvelles molécules développées pour leur activité 
contre les mycobactéries (tableau 3).  
Il existe deux approches pour découvrir de nouveaux composés possédant des propriétés  
antituberculeuses (47). La première consiste à choisir la cible puis à chercher des molécules ayant un 
effet sur cette cible. Cette approche n’a jusqu’à aujourd’hui eu que peu de succès. En effet, i) 
l’essentialité d’un gène n’en fait pas forcément une bonne cible thérapeutique, ii) pour certaines cibles, 
aucun inhibiteur n’a pu être découvert, iii) un inhibiteur actif in vitro ne l’est pas forcément in vivo. Petit à 
petit, cette approche est remplacée par le criblage phénotypique au niveau de la bactérie entière. Cela 
permet de prendre en compte les interactions de la cible potentielle avec d’autres composants 
bactériens et de tenir compte du contexte physiologique. L’inconvénient de cette approche est que le 
mécanisme d’action du composé n’est pas connu et cela peut quelquefois amener à identifier un 
candidat ayant une action non-spécifique sur la bactérie, comme par exemple des propriétés 
détergentes. Le criblage phénotypique de composés sur des bactéries dans des macrophages permet 
d’éliminer les molécules ayant une action contre les cellules eucaryotes.  Lors de tels tests 
phénotypiques, il est important de bien choisir les critères de sélection, notamment au niveau des 
paramètres pharmacocinétiques du composé. En effet, un composé possédant une activité 
antibactérienne spécifique mais étant éliminé rapidement de l’organisme ne sera pas efficace. Deux 
candidats antituberculeux ont été découverts par criblage phénotypique, le TMC207 actuellement en 
essais cliniques, et le BTZ043, en phase préclinique de développement. Une troisième approche 
émerge, basée sur la biologie structurale et le criblage virtuel, in silico. Cette technique permet 
l’identification de composés possédant les groupes fonctionnels permettant l’activité biologique 
recherchée, et le développement d’inhibiteurs d’une protéine, basé sur la structure en 3 dimensions.  
Le nouvel antituberculeux idéal doit être capable de : 
- réduire la durée du traitement : forte activité bactéricide, être actif contre M. tuberculosis en 
latence 
- cibler les souches MDR et XDR : nouveau mécanisme d’action 
- simplifier le traitement : combinaison de médicaments plus efficace pour en réduire le nombre 
- ralentir la fréquence de prise : amélioration de la pharmaco-cinétique (comme une durée de ½ 
vie plus longue) 
- être utilisé en parallèle de traitements, tels que l’anti-VIH : minimum d’interaction avec les 
autres médicaments 
Actuellement, dix molécules sont en essais cliniques (52). 
 
13 
 
Les fluoroquinolones : Moxifloxacine (MXF) et Gatifloxacine (GXF). Ces deux molécules montrent une 
meilleure activité in vitro que les « vieilles » fluoroquinolones (OFX et CPX), une bonne tolérance sur le 
long terme et des paramètres pharmacocinétiques favorables. Elles sont en phase III des essais 
cliniques. 
Les oxazolidinones : Linezolide (LZD) et PNU-100480. Le LZD a de bonnes propriétés 
pharmacocinétiques mais a 75% d’effets secondaires. Son utilisation est envisagée dans le traitement 
des tuberculoses multi-résistantes. Le PNU-100480 dérive du LZD et montre une meilleure activité in 
vitro contre M. tuberculosis. 
Les rifamycines : Rifapentine (RFP), Rifalazil (RFL), Rifabutine (RFB). La RFP est la molécule la plus 
intéressante, elle possède une ½ vie plus longue que la RIF, ce qui permettrait de raccourcir le 
traitement. Son utilisation est envisagée en combinaison avec la MXF. 
Les nitroimidazoles : PA-824 et OPC-67683. Le PA-824 est un pro-médicament qui est activé par une 
bioréduction catalysée par l’association du cofacteur F420 et d’une protéine spécifique de M. 
tuberculosis, Rv3547. Cela entraine la production d’espèces réactives, dont les cibles restent inconnues 
mais qui provoquent l’inhibition de la synthèse des acides mycoliques. Il est actif contre les populations 
aérobies et anaérobies de M. tuberculosis, ce qui devrait le rendre efficace contre la tuberculose 
latente. Il ne possède pas d’effets secondaires et a des paramètres pharmacocinétiques intéressants. 
Son utilisation est envisagée dans les thérapies sans RIF, notamment anti-VIH. L’OPC-67683 semble 
être 10 à 20 fois plus actif que le PA-824 et a un potentiel bactéricide intéressant à basse concentration. 
Il est également actif contre les formes latentes du bacille. 
Les diarylquinolines : TMC-207. Cette molécule inhibe l’ATP synthase bactérienne et déplète ainsi la 
bactérie en ATP. Son action bactéricide nécessite donc un délai. Elle a été découverte dans un criblage 
de 70 000 composés contre M. smegmatis. Elle est métabolisée par le cytochrome P450, rendant 
impossible la co-administration avec la RIF, et elle présente un risque de résistance élevé. Elle est 
cependant active contre les souches résistantes. 
Les diamines : SQ109. Cette molécule, dérivée de l’EMB, inhibe la synthèse de la paroi 
mycobactérienne et est active seulement contre M. tuberculosis et M. bovis. Son pouvoir stérilisant doit 
être confirmé mais elle a montré un excellent pouvoir bactéricide rapide, une bonne diffusion cellulaire 
et une longue ½ vie. Par contre elle semble être métabolisée par le cytochrome P450. 
Les pyrroles : LL-3858. Peu d’informations sont disponibles sur cette molécule. Son mécanisme 
d’action n’est pas connu, elle est néanmoins active sur les souches sensibles et résistantes de M. 
tuberculosis et elle possède une activité stérilisante. 
Trois molécules sont en cours d’étude préclinique. Il s’agit de la benzothiazinone (BTZ-043), de la 
dinitrobenzamide (DNB) et de VI-9376, de la famille des nitro-bromoquinoxalines, qui ciblent les trois la 
Dpre1 épimérase, inhibant ainsi la synthèse de l’arabinose, composant essentiel de la paroi 
mycobactérienne. Ces molécules sont très actives contre les souches MDR et XDR de M. tuberculosis. 
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Figure 2: La mise en place du granulome. L’infection débute par l’inhalation de gouttelettes contenant le bacille, qui 
atteint les alvéoles pulmonaires et entre en contact avec les macrophages alvéolaires. La reconnaissance puis 
phagocytose de M. tuberculosis provoque une réponse pro-inflammatoire permettant le recrutement de cellules 
immunitaires qui contiennent l’infection.  Le granulome mycobactérien se met en place, constitué de macrophages 
infectés, de macrophages non infectés, de macrophages spumeux, entourés de lymphocytes. Au fur et à mesure le 
granulome se structure, un manteau fibreux en délimite la périphérie et la vascularisation diminue.  Lors de la 
réactivation suite à une immunodépression, le granulome devient caséeux, permettant la libération et dissémination des 
mycobactéries. Adapté de Russell, Nature Reviews Microbiology, 2007. 
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B. PHYSIOLOGIE DE LA TUBERCULOSE 
 I. LE CYCLE DE LA TUBERCULOSE 
Lors de la primo-infection par le bacille tuberculeux, les défenses immunitaires de l’hôte immuno-
compétent permettent de contenir l’infection et d’empêcher la maladie de se déclarer dans la majorité 
des cas. L’infection peut ainsi demeurer sous forme latente pendant des années et il est possible 
qu’une fraction des personnes exposées élimine naturellement le bacille, sans développer de réponse 
immunitaire adaptative (53). Cependant, dans 5 à 10% des cas, il se produit une réactivation de 
l’infection, menant à une tuberculose active, et à un état contagieux. Les raisons de cette réactivation 
peuvent être multiples et ne sont probablement pas toutes connues (voir partie A-I). 
L’infection par M. tuberculosis débute par l’inhalation de gouttelettes aéroportées contenant quelques 
bacilles. Dans les poumons, les mycobactéries sont phagocytées par les macrophages alvéolaires. La 
réponse pro-inflammatoire locale qui se met alors en place provoque le recrutement de cellules 
mononuclées des vaisseaux sanguins environnants, qui forment une structure entourant le macrophage 
infecté, le granulome (voir A I b). L’infection est alors contenue, M. tuberculosis étant confiné à 
l’intérieur de ces structures, sans pour autant être éradiqué. Il se met en place un équilibre entre la 
survie de la mycobactérie et les défenses immunitaires de l’hôte, qui peut durer toute la vie de l’hôte. 
Lors de la réactivation de l’infection, des lésions caséeuses se forment au niveau du granulome, dans 
lesquelles les bactéries se répliquent activement. Quand la cavitation atteint la lumière des alvéoles, le 
patient est alors contagieux et les bactéries peuvent disséminer vers d’autres organes (figure 2). 
a. Reconnaissance et phagocytose 
Dans les alvéoles pulmonaires, M. tuberculosis est principalement reconnu et phagocyté par les 
macrophages alvéolaires. La reconnaissance a lieu via différents récepteurs, les PRR (Pattern 
Recognition Receptors), tels que le récepteur au complément 3 (CR3) ou des récepteurs reconnaissant 
des motifs antigéniques bactériens (54). L’activation de ces différents récepteurs peut avoir un effet 
activateur sur le macrophage, provoquant la production de molécules antimicrobiennes, chimiokines et 
cytokines, ou au contraire un effet inhibiteur, permettant l’entrée silencieuse du bacille dans la cellule. 
L’entrée du bacille par le CR3 nécessite tout d’abord l’activation du complément par des protéines de 
surface des mycobactéries ou des protéines sécrétées, le complément activé est alors reconnu par le 
CR3 (55). Les autres récepteurs PRR reconnaissent des motifs antigéniques bactériens, ce qui 
provoque l’activation d’une réponse immunitaire et la phagocytose de la bactérie (54). Certains de ces 
récepteurs sont situés à la surface membranaire des cellules, tels que les récepteurs de la famille Toll 
(TLR pour « Toll like receptor »), les lectines de type C (CLR pour « C-type lectine receptor »), les 
récepteurs à la partie constante des immunoglobulines (FcR), et les récepteurs « scavengers » (SR). Il 
existe également des récepteurs solubles, sécrétés dans le milieu extérieur, tels que les collectines et 
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les pentraxines. Enfin, on retrouve des PRR intracellulaires, qui peuvent être des TLR, des CLR ou des 
récepteurs de la famille NOD (NLR, (54)). 
La reconnaissance par les TLR est cruciale pour l’initiation et la coordination de la réponse immunitaire 
innée. TLR-2, 4 et 9 sont principalement impliqués dans l’interaction avec M. tuberculosis (54). Parmi 
les CLR, on retrouve le récepteur au mannose (MR) et le récepteur DC-SIGN. La liaison au MR mène à 
la phagocytose et est associée à une réponse anti-inflammatoire, en faveur de l’infection, car l’entrée du 
bacille dans le macrophage par ce récepteur permet sa réplication (56, 57). DC-SIGN favorise l’entrée 
du bacille dans les cellules dendritiques, qui migrent alors jusqu’aux organes lymphoïdes pour la 
transition vers l’immunité acquise. Dans ce cas, le bacille ne se réplique pas (58). Les NLR ont une 
activité pro-inflammatoire suite à la reconnaissance de M. tuberculosis, et l’interaction entre ces 
récepteurs intracellulaires et les TLR joue un rôle important dans l’équilibre de la réponse immunitaire 
(59). 
La paroi mycobactérienne est complexe et comprend de nombreux motifs antigéniques reconnus par 
les différents PRR. De ce fait, l’interaction avec les macrophages engage plusieurs types de récepteurs, 
aboutissant à une réponse contrastée, plus ou moins activatrice ou inhibitrice selon les récepteurs 
exprimés à la surface de la cellule. De plus, un même récepteur peut jouer plusieurs rôles suivant les 
molécules qu’il reconnait. TLR2 par exemple, peut induire la production de médiateurs pro-
inflammatoires (60), ou au contraire, prévenir l’activation du macrophage, lors de la liaison de l’antigène 
soluble ESAT-6, en empêchant la mise en place de la cascade intracellulaire qui suit habituellement la 
liaison d’un ligand au récepteur (61). Ainsi l’engagement des différents récepteurs de l’immunité innée 
est suivi d’un équilibre entre réponses pro- et anti-inflammatoires. Cette régulation est importante pour 
contrôler l’ampleur de la réponse immunitaire. Elle résulte de la combinaison de mécanismes mis en 
place par l’hôte pour empêcher de trop graves dommages, et de stratégie de persistance mises en 
place par M. tuberculosis. 
Après la phagocytose, il se produit une induction de la production de molécules inflammatoires, 
recrutant de nouveaux effecteurs cellulaires. Les macrophages produisent de l’interleukine-8 (IL-8), qui 
recrute les neutrophiles au site de l’infection et des chimiokines qui provoquent la migration depuis les 
vaisseaux sanguins environnants de monocytes, qui vont se différencier en macrophages. Les 
lymphocytes « natural killer » (NK) présents sur le site de l’infection reconnaissent et éliminent les 
cellules infectées et activent les fonctions effectrices des macrophages (62). 
b. Induction de la réponse immunitaire adaptative et formation du granulome 
Dans la majorité des cas, la réponse innée à elle seule ne suffit pas à contrôler l’infection. Lorsque les 
cellules dendritiques ont phagocyté un élément étranger, elles migrent vers les ganglions lymphatiques 
locaux afin de présenter les antigènes aux lymphocytes naïfs et permettre le développement de la 
réponse adaptative. 
Les lymphocytes T reconnaissent les antigènes mycobactériens portés par des cellules présentatrices, 
telles que les cellules dendritiques. Les peptides antigéniques sont présentés par les molécules du 
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complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type I et II, tandis que les antigènes lipidiques sont 
présentés par les molécules de type CD1. Les lymphocytes T CD4, reconnaissant les antigènes 
présentés par les molécules du CMHII que l’on retrouve au niveau des vacuoles, des phagosomes et 
des vésicules endocytiques, sont donc les principaux lymphocytes activés lors de l’infection par M. 
tuberculosis. Les lymphocytes T CD8 reconnaissent les antigènes présentés par les molécules du 
CMHI, qui se forment dans le réticulum endoplasmqiue des cellules, et les lipides présentés par les 
molécules CD1. Les lymphocytes T γδ  peuvent reconnaitre des antigènes non protéiques sans le 
recours de cellules présentatrices (63). M. tuberculosis réside dans un phagosome non mature, ayant 
principalement des interactions avec les vésicules de la voie endocytaire, il devrait donc être isolé des 
mécanismes de l’hôte destiné à la présentation d’antigènes. Pourtant, même si les lymphocytes CD4 
sont les acteurs principaux de l’immunité anti-tuberculeuse, il existe une voie de présentation 
d’antigènes par les molécules du CMHI et de type CD1. Après infection, des cellules présentatrices 
d’antigènes, devenant apoptotiques, relargue des vésicules, issues de la membrane plasmique, et 
portant des antigènes mycobactériens, lipidiques et protéiques (64). 
Les lymphocytes T ainsi activés subissent alors une expansion clonale, se différencient en cellules 
effectrices et migrent vers le site de l’infection, guidés par des gradients de chimiokines. Les 
lymphocytes produisent de l’IFNγ, activant les propriétés bactéricides des macrophages, du TNFα qui 
joue un rôle primordial dans la formation du granulome, et des perforines et granzymes qui provoquent 
la lyse des cellules et la destruction des bactéries intracellulaires (65).  
Historiquement, il était considéré que les lymphocytes B ne jouaient aucun rôle dans la défense contre 
M. tuberculosis. Pourtant de plus en plus d’études démontrent le contraire. Les lymphocytes B 
pourraient avoir un effet protecteur en favorisant la formation du granulome, en baissant la charge 
bactérienne dans les poumons de souris infectées et en améliorant leur survie, via l’action d’anticorps 
(66, 67, 68). 
Le recrutement successif de neutrophiles, lymphocytes NK, T CD4, T CD8, qui, à leur tour, vont 
produire des cytokines, dont le TNFα, amplifiant le recrutement cellulaire, met en place une cascade 
inflammatoire au site de l’infection. Cette réponse pro-inflammatoire est modulée par l’IFNγ produit, 
entre autres, par les lymphocytes T. Ce remodelage cellulaire marque le début de la formation du 
granulome. Des études sur des primates ont montré que lors des stages précoces de l’infection, lorsque 
le granulome se met en place, il apparait de la nécrose caséeuse, signe de l’efficacité de la réponse 
immunitaire (69). En effet, la caséation est due à la nécrose des macrophages infectés, détruits sous 
l’action des lymphocytes. Il s’agit là d’une nécrose limitée qui permet de contenir l’infection avant la 
formation complète du granulome, contrairement à la réactivation pendant laquelle la nécrose aboutit à 
la dissémination. Le granulome caséeux, qui contient donc l’infection efficacement, évolue alors, 
excluant les lymphocytes du centre qui se regroupent en anneau autour des macrophages.  Au centre, 
on trouve des macrophages, infectés et non infectés, et se trouvant en différents états d’activation, 
entourés de cellules géantes de Langerhans (résultant de la fusion de macrophages) et de 
macrophages contenant des granules lipidiques dits « foamy macrophages», ou macrophages 
spumeux. La production de TNFα et de lymphotoxine-α par les macrophages et les lymphocytes T CD4 
 
17 
 
induit le recrutement de fibroblastes, qui forment alors un manteau fibreux constitué également de 
collagène et de matrice extracellulaire (70). Plus le granulome mature, plus il est vascularisé et plus la 
limite fibreuse entre les macrophages et les lymphocytes est marquée. Au centre, M. tuberculosis est 
soumis à l’hypoxie et la privation en nutriments. Il entre alors dans un état de dormance avec une 
activité métabolique faible et un taux de croissance quasiment nul. L’infection est alors contenue (71). 
c. La réactivation 
Lorsqu’il se produit une réactivation de l’infection, due principalement à un affaiblissement de l’immunité 
de l’hôte, le granulome devient caséeux. Son intégrité n’est plus maintenue, la structure cellulaire 
rompt, libérant les macrophages nécrotiques ainsi que les bactéries, qui reprennent une activité 
métabolique conduisant à la reprise de la réplication et de la multiplication, permettant alors de 
propager l’infection (72).  
 La mise en place du granulome permet donc de contenir l’infection sans induire une réponse 
inflammatoire dommageable pour les tissus, cependant elle représente également une niche protégée, 
dans laquelle M. tuberculosis peut survivre en état de dormance pendant des années, pour ensuite se 
réactiver, propager l’infection à d’autres individus et éventuellement infecter l’organisme entier. Le 
granulome est-il donc un moyen d’éviter le développement de la tuberculose, à défaut d’éliminer le 
bacille ? En faveur de cette hypothèse, chez la souris, l’inactivation du gène codant pour le récepteur du 
TNFα, ou la neutralisation par un anticorps anti-TNFα, provoquent une désorganisation du granulome  
et la propension à développer la maladie (73, 74). L’autre hypothèse est que les antigènes de la région 
RD1, présents chez les mycobactéries pathogènes, permet la formation rapide du granulome, 
favorisant ainsi la propagation du bacille par infections successives de macrophages (75).  
 II. LES MÉCANISMES BACTÉRICIDES DU MACROPHAGE 
a. La maturation du phagosome 
Quand une particule est phagocytée par un macrophage, elle se localise dans une vésicule, le 
phagosome, directement dérivée de la membrane plasmique. Le phagosome et son contenu sont à ce 
stade très précoce « inoffensifs » et l’acquisition de ses propriétés bactéricides a lieu lors de sa 
maturation. Dès sa formation, la phagosome interagit avec les vésicules de la voie endocytaire, dans un 
ordre spécifique. Tout d’abord, on observe des interactions avec les endosomes précoces, puis avec 
les endosomes tardifs, et enfin avec les lysosomes. Ces interactions sont le siège de transferts à la fois 
de membranes et de contenus intra-vésiculaires (76).  
Le type de fusion engagée entre les différentes vésicules n’est pas vraiment défini. En effet, étant 
donné les échanges observés entre le phagosome et les endosomes/lysosomes, il a longtemps été 
pensé qu’il se produisait une fusion complète entre les deux vésicules. Cependant plusieurs 
observations sont en contradiction avec cette hypothèse. Tout d’abord, la fusion complète nécessite un 
recyclage intensif et continu à la membrane, ce qui est très couteux du point de vue énergétique. De 
plus, les marqueurs de la membrane et le contenu des endosomes ne sont pas acquis en même temps 
Figure 3: Les différentes étapes de la maturation du phagosome. Juste après la phagocytose, le phagosome débute 
sa maturation. Le phagosome précoce interagit avec les endosomes précoces et les corps multivésiculaires, passe par 
un stade de maturation intermédiaire, avant de présenter les caractéristiques d’un phagosome tardif.  Enfin, après fusion 
avec les lysosomes, le phagosome atteint l’étape ultime de sa maturation, le phagolysosome. EEA1: early endosome 
antigen 1, ESCRT: endosomal-sorting complex required for transport, HOPS: homotypic protein sorting, LAMP: 
lysosomal associated membran protein, LBPA: lysobisphosphatidic acid, PI(3)P, phosphatidylinositol-3-phosphate. 
Adapté de Flannagan et coll., Nature Reviews Microbiology, 2009. 
Endosome précoce Corps multivésiculaires 
a. précoce b. intermédiaire c. tardif d. phagolysosome 
Endosome tardif Lysosome 
Bactérie Bactérie Bactérie 
Bactérie 
Endosomes de recyclage Réseau trans-golgien 
Cathepsines 
Cathepsines 
18 
 
par le phagosome lors de sa maturation. Par exemple on retrouve le marqueur des endosomes tardifs 
et des lysosomes LAMP-1 au niveau de la membrane du phagosome que 12 à 24 heures après la 
phagocytose, tandis que la péroxydase exogène est acquise dans les 60 à 90 minutes (77, 78). Enfin, 
des traceurs internalisés dans les mêmes compartiments ne présentent pas les mêmes cinétiques 
d’entrée dans le phagosome (79). Suite à des observations vidéo-microscopiques, Desjardins et coll. 
ont proposé le modèle du « kiss and run », consistant en des évènements successifs de fusion et de 
fission entre les endosomes et lysosomes, et le phagosome, autorisant des contacts multiples et 
transitoires (80). 
Que la fusion entre les vésicules endocytaires et lysosomales avec le phagosome soit complète, 
partielle et transitoire, ou une combinaison des deux, ces interactions conduisent la maturation du 
phagosome en différentes étapes jusqu’au phagolysosome (figure 3). 
i.Le phagosome précoce   
Le phagosome nouvellement formé acquiert rapidement les propriétés des endosomes précoces. La 
lumière s’acidifie légèrement et présente un pH compris entre 6,1 et 6,5. D’autre part, la membrane 
porte le marqueur Rab5, une GTPase régulant la fusion avec les autres compartiments (81). Rab5 agit 
en association avec le complexe p150-hVPS34, le  marqueur EEA1 (early endosome antigen 1) et les 
protéines SNARE (82). La membrane acquiert hVPS34, une phosphatidylinositol-3-kinase (PI(3)K) qui 
génère des PI(3)phosphates (PI(3)P, (83). Ces derniers permettent notamment l’attachement de EEA1 
à la membrane du phagosome (84, 85). Le phagosome précoce fusionne avec les endosomes de 
recyclage, afin de renouveler certaines molécules à la membrane plasmique par un processus 
impliquant la protéine COP1 (coat protein 1) et les GTPAses Arf et Rab, et avec les corps 
multivésiculaires (CMV) pour la dégradation d’autres composés (86). Les membranes destinées à être 
dégradées sont ubiquitinylées et associées au complexe ESCRT (endosomal-sorting complex required 
for transport, (87). A ce stade, le phagosome présente un phénotype intermédiaire, possédant des 
caractéristiques supplémentaires par rapport à l’endosome précoce et manquant certaines des 
endosomes tardifs. 
ii. Le phagosome tardif 
Lorsque les protéines de recyclage ne sont plus présentes à la surface, le phagosome poursuit sa 
maturation jusqu’au stade de phagosome tardif. Par l’acquisition d’une pompe à protons, la V-ATPase, 
le pH s’acidifie jusqu’à atteindre une valeur située entre 5,5 et 6 (77). Le phagosome tardif conserve 
quelques interactions avec les CMV, et la lumière du phagosome contient de l’acide 
lysobiphosphatidique (LBPA), un lipide spécifique des CMV. On y retrouve également de nombreuses 
protéases et la membrane acquiert les marqueurs LAMP (lysosomal associated proteins) et Rab7, 
indispensable pour la fusion avec les lysosomes. Le complexe HOPS (homotypic protein sorting) 
permet la transition de Rab5 vers Rab7 dans les endosomes, et présentent probablement la même 
activité dans le phagosome (88). Rab7 permet ensuite le recrutement de protéines, telles que RILP 
(Rab interacting lysosomal protein), qui autorisent le mouvement du phagosome tardif, et des 
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lysosomes, de façon à ce que les SNARE des différents compartiments soient rapprochés et puissent 
permettre la fusion des membranes (89, 90). 
iii.Le phagolysosome 
La fin de la maturation est marquée par l’acquisition des propriétés lysosomales par le phagosome. Le 
phagolysosome ainsi formé possède un arsenal de mécanismes pour lutter contre les pathogènes, tels 
que des enzymes hydrolytiques pour la digestion des particules, des défensines et des peptides anti-
bactériens, et la capacité à produire des radicaux toxiques. Le pH luminal devient très acide et peut 
atteindre 4,5, grâce à l’acquisition de nombreuses molécules de V-ATPase supplémentaires (76). Le 
phagosome acquiert donc au long de sa maturation des propriétés anti-bactériennes, tels que : i/ un pH 
acide, ii/ la capacité de produire des réactifs oxygénés et azotés, iii/ des peptides antimicrobiens et iv/ 
un appauvrissement en nutriments. 
b. L’acidification du phagosome 
L’acidification du phagosome se produit grâce à la V-ATPase, qui par hydrolyse de l’ATP, permettent la 
translocation de protons de l’extérieur vers l’intérieur du phagosome. L’acidité du milieu inhibe la 
croissance de la plupart des bactéries, et favorise également l’action d’enzymes hydrolytiques 
phagosomales. De plus le pH acide de la lumière du phagosome favorise la production des réactifs 
oxygénés et azotés (91, 92).  
c. Les radicaux oxygénés et azotés 
Un des principaux mécanismes bactéricides utilisés par les macrophages contre les pathogènes repose 
sur la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, reactive oxygen species) et de l’azote (RNS, 
reactive nitrogen species), produites par deux enzymes, la NADPH phagocyte oxydase et la nitric oxyde 
synthase  iNOS (figure 4 , (76)). 
i.NADPH phagocyte oxydase  
Cette enzyme est constituée de 4 sous-unités, un hétérodimère membranaire, le flavocytochrome b558, 
formé par les protéines gp91-phox (NOX2) et p22-phox, et 3 unités cytoplasmiques, p47-phox, p67-
phox et Rac (93). Dès l’amorce de la phagocytose, les sous-unités s’assemblent pour former le 
complexe enzymatique actif. Celui-ci transfère les électrons à travers la membrane phagosomale à 
partir du NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) cytosolique vers le FAD (flavine 
adénine dinucléotide) puis aux centres hèmes de la sous-unité gp91 et finalement à l’oxygène 
phagosomal. Cela induit la formation d’anions superoxyde O2
.-
, qui, sous l’action de la superoxyde 
dismutase, est transformé en peroxyde d’hydrogène H2O2. H2O2 à son tour génère des radicaux 
toxiques tels que le radical hydroxyl OH
.
 et l’oxygène singulet (figure 4). 
ii. iNOS  
Il existe 3 isoformes de la nitric oxyde synthase. L’isoforme iNOS, ou NOS2, est retrouvée dans les 
phagocytes. Sa production est induite par l’activation du macrophage, par exemple par l’IFNγ. Elle 
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comprend deux sous-unités, la première transfère les électrons du NADPH au FAD, puis au FMN 
(flavine mononucléotide) et enfin à l’hème de la seconde sous-unité. A partir de l’arginine, celle-ci 
produit alors de la citrulline et de l’oxyde nitrique (NO
.
). Le NO
.
 est donc formé dans le cytoplasme puis 
diffuse à travers la membrane phagosomale. Dans la lumière du phagosome, sous l’action d’enzymes 
ou spontanément, il peut être converti en autres radicaux toxiques tels que le dioxyde d’azote (NO2
.
), le 
trioxyde diazote (N2O3), les nitrosiothiols (RSNO) ou l’acide sulfenique (RSOH). L’anion superoxyde et 
l’oxyde nitrique peuvent également réagir ensemble pour former du peroxynitrite (OONO
-
, figure 4). 
L’ensemble de ces radicaux exercent leur action bactéricide en interagissant avec les acides 
nucléiques, leur infligeant des dommages oxydatifs, les lipides à travers leur peroxydation, et les 
protéines, en attaquant notamment les fonctions thiols, les centres métalliques, les résidus tyrosines, 
les rendant inactives. La cible principale des ROS est l’ADN (94), tandis que les RNS inhibent 
préférentiellement la chaine respiratoire (95) et la réplication de l’ADN à travers l’activation d’une 
métalloprotéase à zinc (96). 
Les études chez la souris ont démontré un rôle certain de l’iNOS dans la défense contre M. tuberculosis 
(97, 98). Le rôle des ROS chez la souris est moins clair, les souris déficientes en NOX2 étant 
résistantes à la tuberculose (97, 99, 98). Cependant, M. tuberculosis possède des défenses pour 
contrer l’effet des ROS (voir B.II.c), ce qui  probablement masque l’impact de la NADPH oxydase dans 
la défense anti-tuberculeuse. Au niveau clinique, l’importance des ROS est démontré par l’observation 
que la déficience dans un des gènes codant pour la NADPH phagocyte oxydase se traduit par une 
granulomatose chronique, dont l’un des symptômes est une susceptibilité accrue aux infections (100). 
De plus cette enzyme est indispensable à la mise en place de la réponse inflammatoire médiée par 
TLR2 et à l’activité antibactérienne de la vitamine D3 (VitD3) via la cathélicidine (voir B.II.d, 101) 
d. Les peptides antimicrobiens 
Les peptides antimicrobiens agissent directement au niveau de la bactérie pour exercer leurs effets 
bactéricides.  
Les défensines sont des petites protéines d’environ 10 kDa, contenant 6 cystéines constantes formant 3 
ponts disulfures, essentiels pour l’activité antimicrobienne (102). Elles se lient aux charges négatives de 
la surface des bactéries grâce à leurs arginines cationiques et induisent une perméabilisation 
membranaire en formant des canaux perméables aux ions. Les défensines peuvent se lier à l’ADN via 
des interactions électrostatiques et induire des cassures simple brin, et certaines possèdent des 
propriétés chimioattractantes pour les cellules immunitaires (103). Les cathélicidines sont également 
des petites protéines, qui se trouvent sous forme de précurseur dans la lumière du phagosome et sont 
activées par l’elastase. Une fois la partie N-terminale constante clivée, le domaine C-terminal peut 
exercer son activité bactéricide, qui consiste principalement en la perméabilisation de la paroi et de la 
membrane de la cible (104). On ne connait qu’une seule cathélicidine humaine, (hCAP-18)/LL-37, dont 
l’expression est régulée par la liaison de la VitD3 à son récepteur VDR (« VitD3 receptor »), induite par 
la stimulation du récepteur TLR2/1 (60, 105). La production de la cathélicidine est indispensable à la 
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formation des ROS et la sécrétion de cytokines et chimiokines proinflammatoires par le macrophage 
(101). 
Le phagosome contient également des protéases, les cathepsines, acquises au fur et à mesure de la 
maturation. Il s’agit de cystéines, aspartates ou sérines protéases, ainsi que des carboxy et 
aminopeptidases. On trouve également des hydrolases ciblant les carbohydrates et les lipides (76). 
Enfin, l’hepcidine est un peptide produit par le foie qui présente des propriétés bactéricides directes et 
indirectes. Elle est retrouvée dés 4 heures d’infection dans le phagosome de M. avium dans la lignée de 
macrophages Raw264.7 (106), et pendant l’infection, l’hepcidine est libérée dans le sang depuis les 
hépatocytes du foie et inhibe l’absorption du fer par le duodénum. Cette molécule est donnée pour 
responsable de l’anémie qui accompagne certaines maladies chroniques ou inflammations. Au niveau 
du macrophage l’hepcidine pourrait participer à la diminution du fer intracellulaire participant à la lutte 
antimicrobienne (voir B.II.f). 
e. L’autophagie 
L’autophagie est un mécanisme important pour l’homéostasie cellulaire puisqu’il permet l’élimination 
des molécules ou organites inutiles ou endommagés de la cellule par encapsulation dans une vésicule 
formée par une petite portion de la membrane plasmique, l’autophagosome, qui fusionne avec 
lysosomes (autophagolysosomes) pour la dégradation de son contenu.  
Après induction de l’autophagie, il se forme un phagophore, correspondant à une portion de membrane 
qui s’invagine autour d’une portion de cytoplasme contenant les molécules à éliminer. Cette structure 
s’élargit, probablement par ajout de membrane appartenant au réticulum endoplasmique, puis se 
referme, formant ainsi l’autophagosome. La fusion de cette structure avec un lysosome aboutit à un 
autolysosome, dans lequel a lieu la dégradation du contenu (107). 
Plusieurs protéines semblent jouer un rôle crucial dans l’initiation de l’autophagie et la maturation de 
l’autophagosome. Notamment, la kinase de classe III hVPS34 est nécessaire pour l’initiation mais aussi 
pour la fusion avec les lysosomes (108, 109) et l’ATPase IRGM est requise pour une autophagie 
complète (110). La protéine LC3, composant spécifique de la membrane de l’autophagosome, permet 
l’élongation du phagophore par sa conjugaison avec les phosphatidylethanolamine (PE) de la 
membrane (111). L’autophagie est induite par la privation en nutriments, qui provoque l’inhibition de la 
kinase Tor, ce qui induit l’autophagie. La wortmanin et la 3MA, inhibiteurs de PI(3)-kinases, inhibent 
l’autophagie, en ciblant hVPS34.  
L’autophagie peut également être un moyen d’élimination des pathogènes pour la cellule. En effet, 
lorsque la phagocytose aboutit à l’échappement dans le cytosol du microorganisme, celui-ci peut être à 
nouveau capturé par un autophagosome. L’autophagie semble d’ailleurs être un mécanisme 
immunitaire puisqu’elle peut être induite par l’IFNγ (112), et cette induction passe par les récepteurs 
PRR, notamment les TLR (113). L’autophagie est inhibée par les cytokines th2 IL-4 et IL-13 (114), 
confirmant son rôle de protection contre les pathogènes intracellulaires. 
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En 2004, Gutierrez et coll. ont montré pour la première fois un rôle de l’autophagie dans le contrôle de 
M. tuberculosis (112). En effet  l’induction de l’autophagie par privation en nutriments ou par l’IFNγ 
diminue la survie du pathogène dans des macrophages in vitro. Cette induction est corrélée avec une 
maturation du phagosome, normalement bloquée par M. tuberculosis (voir B.II.a) et son acidification. 
Cependant, le fait que M. tuberculosis puisse survivre dans un phagolysosome mais pas dans un 
autolysosome implique un nouveau mécanisme mycobactéricide, qui pourrait reposer sur l’utilisation de 
fragments d’ubiquitine retrouvés dans l’autophagosome (115). 
f. L’apoptose 
L’induction de l’apoptose, ou mort cellulaire programmée, fait partie de l’arsenal de défense que 
possède le macrophage. En effet, l’apoptose permet de contenir l’infection en inhibant la réplication du 
pathogène et d’éviter la dissémination, et elle facilite la présentation des antigènes aux lymphocytes T 
grâce aux vésicules apoptotiques. Deux molécules clés régulent l’apoptose, la prostaglandine 
eicosanoide 2 (PGE2) et la lipoxine A4 (LXA4 , 116, 117). Ces deux composés sont dérivés de l’acide 
arachidonique (AA) libérés des phospholipides de la membrane plasmique par la phospholipase A2γ. 
PGE2 résulte de la transformation de l’AA par les cyclooxygénases COX1 et COX2, tandis que LXA4 est 
le produit de l’action de lipooxygénases. Lorsqu’un microorganisme est phagocyté par un macrophage, 
cela provoque des microruptures au niveau de la membrane, et il se produit un influx de calcium à 
l’intérieur de la cellule. Cet influx recrute des lysosomes et des vésicules dérivées de l’appareil de Golgi 
qui vont servir de donneur de membrane pour la réparation de la membrane. L’extinction des gènes 
codant pour les senseurs de Ca
2+
 SYT7 et NCS1 mène respectivement à l’inhibition du recrutement des 
lysosomes et des vésicules dérivées de l’appareil de Golgi (118). De plus, l’infection par une souche 
atténuée ou non virulente provoque une perméabilisation transitoire de la membrane externe des 
mitochondries, ce qui libère momentanément le cytochrome C dans le cytoplasme, induisant l’apoptose 
par une activation modérée des caspases 3 et 9 (119). PGE2 intervient en se liant au récepteur EP2, 
induisant l’activation de la protéine kinase A et en se liant au récepteur EP4, activant les PI(3)kinases, 
les deux récepteurs menant à la production d’AMPc. L’AMPc favorise la réparation membranaire et 
protège contre les dommages des mitochondries (118). L’action de LXA4, inhibant l’apoptose, est 
décrite dans le paragraphe B.III.g. 
 
g. Modulation de la disponibilité en fer 
Un autre moyen de combattre les pathogènes est de limiter leur croissance en les privant de nutriments 
essentiels. Le fer est l’élément ayant été le plus étudié dans les interactions hôte-pathogène. En effet, le 
macrophage utilise plusieurs mécanismes afin de restreindre la disponibilité en fer au niveau du 
phagosome, privant ainsi la bactérie d’un nutriment essentiel pour sa croissance (120). 
Le macrophage possède plusieurs molécules impliquées dans le transport et le stockage du fer. Le fer 
peut être acquis par la transferrine (Tf). Il s’agit d’une protéine soluble qui lie le fer dans le milieu 
extracellulaire puis entre dans la cellule par endocytose médiée par le récepteur à la transferrine, 
Figure 5: Le métabolisme du fer dans le macrophage. Les voies d’entrée du fer dans le macrophage passent par la 
transferrine et son récepteur (TFR1, TFR2 est un récepteur à la transferrine de faible affinité que l’on retrouve au niveau 
du duodénum, des hépatocytes et des thrombocytes.), par le transporteur DMT1 et par la phagocytose des complexes 
hémoglobine/haptoglobine. Le fer est stocké au niveau intracellulaire par la ferritine, et est exporté par la ferroportine. 
Après son export, il est oxydé par la céruloplasmine ou l’hephaestine, il peut alors à nouveau être importé par la ferritine. 
D’après Schaible & Kaufmann, Nature Reviews Microbiology, 2004 
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TfR/CD71 (figure 5). A pH acide, la Tf libère les deux atomes de fer qu’elle avait chélaté dans le milieu 
extérieur. Le transporteur membranaire DMT1 (divalent metal transporter 1) permet également 
l’acquisition du fer, en coopération avec une réductase ferrique liée à la membrane, DcytB, qui réduit le 
fer ferrique Fe
3+
 en fer ferreux Fe
2+
, qui peut alors être transporté par DMT1 (figure 5 , (121)). DMT1 (ou 
NRAMP2) fait partie de la famille NRAMP (« Natural Resistance-Associated Macrophage Protein ») et 
possède une large spécificité de substrats, incluant principalement Fe
2+
 et Mn
2+
, ainsi que Co
2+
, Zn
2+
, 
Cd
2+
, Pb
2+
, Cu
2+
, Ni
2+
, qu’il transporte par un système symport H+/cations divalents (122, 123). Le 
macrophage peut également acquérir le fer par phagocytose des complexes hémoglobine-
haptoglobine, grâce au récepteur CD163, membre de la famille des récepteurs « scavenger » (124), et 
par phagocytose des érythrocytes sénescents, qui sont ensuite détruits, le fer étant libéré de 
l’hémoglobine par la hème-oxygénase-1 (figure 5 , (125, 126)). Une fois dans la cellule, le fer est 
incorporé à des protéines ou à des molécules de stockage, telle que la ferritine. On retrouve au niveau 
de la région 5’UTR de l’ARN messager de la ferritine des éléments de réponse au fer (IRE), qui 
permettent de réprimer la synthèse de la protéine lors de la liaison de la protéine IRP (« iron regulatory 
protein ») lorsque la concentration en fer diminue. On retrouve le même type de séquence au niveau de 
la région 3’UTR du gène codant pour la Tf. Cependant dans ce cas, la liaison de IRP active la 
production de la protéine.  
La ferroportine (Fp) est une perméase membranaire permettant l’export du fer. Après transport par la 
Fp, le fer ferreux est oxydé en fer ferrique par l’oxydase associée à la membrane hephaestine, ou la 
ferroxydase soluble céruloplasmine (figure 5, (127)).  
Lorsque le macrophage est soumis à une infection, un des moyens de lutte contre le pathogène est de 
restreindre la disponibilité en fer en modifiant les flux intracellulaires. Ainsi, sous l’action de cytokines 
proinflammatoires, telles que le TNFα ou l’IFNγ, la synthèse du TfR diminue, et celles de la Fp et de la 
ferritine augmentent, réduisant ainsi l’accès au fer aux parasites intracellulaires (128, 129, 130, 131). La 
lipocalin-2 (Lcn-2) permet également de diminuer l’accès au fer en capturant les sidérophores 
bactériens, séquestrant le fer hors des pathogènes (132, 133). La Tf et la Lcn-2 sont retrouvées au 
niveau des endosomes précoces. Au pH endosomal, le fer lié à la Tf est libéré et exporté hors des 
vésicules par le transporteur DMT1 (134), tandis que les sidérophores complexés à la Lcn-2 restent 
dans la voie endocytaire jusqu’aux lysosomes.  
Certains peptides antimicrobiens affectent également sur la disponibilité en fer du pathogène. Par 
exemple, la lactoferrine (Lf) lie deux atomes de fer au niveau extracellulaire, en limitant la disponibilité 
pour les pathogènes extracellulaires. Cette protéine est similaire à la Tf mais ne relargue pas le fer lié à 
pH acide. Elle exerce également une activité bactéricide en se liant à son récepteur ce qui induit son 
internalisation et la production de radicaux hydroxylés (135). L’hepcidine, lorsqu’elle se lie à la 
ferroportine, induit son internalisation et sa dégradation, participant ainsi à la restriction du métal. La 
synthèse de l’hepcidine est induite dans les macrophages sous l’action de l’IFNγ et de M. tuberculosis 
(106). 
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Enfin NRAMP1 (« natural resistance associated macrophage protein 1 ») est un transporteur que l’on 
retrouve au niveau de la membrane phagosomale et qui joue un rôle dans le transport du fer lors de 
l’infection par un parasite. Une mutation dans le gène nramp1 est la cause d’une susceptibilité accrue 
aux infections par plusieurs pathogènes intracellulaires, dont M. bovis BCG (136). Le rôle de NRAMP1 
n’est pas tout à fait clair dans le sens où des études ont montré un rôle d’efflux de cations divalents 
hors du phagosome (137, 138), tandis que d’autres ont mis en évidence une augmentation NRAMP1-
dépendante de Fe
2+
 ou Zn
2+
 dans le phagosome, suggérant un rôle du fer dans la production de 
radicaux oxygènés par la réaction de Fenton (Fe
2+ 
+ H2O2 → Fe
3+
 + OH
-
 + 
.
OH, (139-141). Pourtant, 
Forbes et Gros ont montré que NRAMP1 possède la même organisation membranaire et le même 
mécanisme de transport que DMT1, la seule différence portant sur la préférence de substrat, suggérant 
que le transporteur exporte des cations divalents de la lumière du phagosome au cytoplasme de la 
cellule, participant ainsi à la privation en fer de la bactérie et à l’acidification du phagosome (142). En 
accord avec cette hypothèse, il a été montré que l’expression de nramp1 avait un effet bactériostatique 
sur M. avium, et empêchait l’inhibition de la fusion entre le phagosome et les lysosomes par la bactérie 
(143), et que NRAMP1 jouait un rôle dans l’acidification du phagosome contenant M. bovis (144). 
Cependant, il semble que l’expression de ce transporteur ait un rôle limité dans la résistance de souris 
à M. tuberculosis (145) 
 III. LES STRATÉGIES D’ÉCHAPPEMENT DE M. TUBERCULOSIS 
Le succès en tant que pathogène de M. tuberculosis réside dans les moyens qu’il utilise afin de contrer 
ou contourner les mécanismes bactéricides de l’hôte. 
a. L’inhibition de la maturation du phagosome  
M. tuberculosis, une fois phagocyté, bloque la progression du phagosome jusqu’au phagolysosome. La 
vacuole contenant le pathogène retient Rab5 à la membrane, mais pas les autres protéines essentielles 
à la fusion avec les endosomes tardifs telles que EEA1 ou hVPS34, inhibant l’accumulation de PI(3)-P à 
la membrane (146). Cette inhibition passe par le blocage de l’influx de calcium qui suit habituellement la 
phagocytose et qui participe à la maturation du phagosome. En effet, l’augmentation du calcium 
cytosolique permet l’association de la protéine calmoduline dépendante du calcium avec des protéines 
effectrices telles que la CaMKII, kinase essentielle pour la formation du phagolysosme (147, 148). 
L’activation de CaMKII mène au recrutement de hVPS34 et à la génération de PI(3)-P. Ainsi, le blocage 
de l’influx de calcium empêche la production de PI(3)-P et bloque l’entrée des hydrolases et le 
recrutement de l’ATPase à protons, permettant l’acidification du phagosome (149). L’inhibition de 
l’augmentation du calcium intracellulaire par M. tuberculosis semble passer par deux voies, l’inhibition 
de la sphingosine kinase I, qui transforme la sphingosine en sphingosine-phosphate qui active alors la 
sortie du calcium du réticulum endoplasmique (150), et par le lipoarabinomannane (LAM), glycolipide de 
la paroi mycobactérienne, agissant en amont du recrutement de hVPS34 (149). M. tuberculosis bloque 
également la maturation du phagosome en sécrétant la phosphatase SapM, qui hydrolyse le PI(3)-P 
(151). 
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Les macrophages préalablement activés avec de l’IFNγ parviennent à acidifier le phagosome contenant 
M. avium et M. bovis BCG (152, 153), notamment grâce à l’activation de l’inflammasome, un complexe 
multiprotéique qui facilite l’élimination des pathogènes intracellulaires et qui est requis pour l’activation 
de l’IL-1β. Pour limiter cette activation par l’inflammasome, M. tuberculosis sécrète une metalloprotéase 
à zinc, Zmp1, qui inhibe le clivage de l’IL-1β (154).  
b. Résistance à l’acidification du phagosome 
Malgré les stratégies employées par M. tuberculosis pour empêcher la maturation du phagosome, il 
semble que la bactérie réside dans un compartiment relativement acide lors de l’infection. Par exemple, 
le pH intraphagosomal de macrophages activés par IFNγ et LPS est inférieur à 5,5 après 3 heures 
d’infection par M. avium.  De plus, la pyrazinamide, qui n’est active contre M. tuberculosis que dans des 
conditions acides, est efficace in vivo (155). L’induction de l’expression de gènes impliqués dans la 
résistance à l’acide pendant l’infection a été rapportée (156) , et des mutants sensibles à l’acide sont 
atténués in vivo (157, 158). 
In vitro, en culture à pH 4,5 et dans des macrophages activés par l’IFNγ, M. tuberculosis maintient son 
pH intracellulaire, indiquant qu’il possède des mécanismes de résistance à l’acidité (159), notamment 
l’enveloppe mycobactérienne qui joue un rôle primordial dans ce maintien. Les mycobactéries 
répondent posistivement à la coloration de Gram, mais elles possèdent une enveloppe particulière, 
proche de celle des bactéries Gram -. Elle est composée d’une couche de peptidoglycane, surmontée 
d’une couche d’arabinogalactane, au-dessus de laquelle on trouve une bicouche correspondant à une 
membrane externe composée d’acides mycoliques liés à l’arabinogalactane, et de lipides extractibles 
(160, 161). L’enveloppe forme une barrière imperméable, et le passage de petites molécules 
hydrophiles est autorisé, comme chez les bactéries Gram-, par des porines, telles que MspA chez M. 
smegmatis (162). La plupart des mutants sensibles à l’acide sont atteints dans des gènes impliqués 
dans la synthèse du peptidoglycane ou des lipides de la paroi  (157, 159, 163). Ainsi la sérine protéase 
Rv3671c, dont la délétion du gène rend M. tuberculosis sensible au pH acide et atténue sa survie dans 
les souris (159), pourrait agir en modifiant la composition de l’enveloppe, permettant ainsi une meilleure 
résistance à des conditions acides (158). Une souche de M. tuberculosis inactivée dans le gène codant 
pour le transporteur de magnésium MgtC présente un défaut de croissance dans les souris et in vitro 
dans des conditions de basse concentration en magnésium et légèrement acides (164). Il a été proposé 
que le magnésium pourrait jouer un rôle dans le maintien de l’intégrité de l’enveloppe, en tant que 
cofacteur d’enzymes ou par l’activité de la Mg
2+
-ATPase qui exporte des protons hors de la bactérie 
(165). Cependant les études sur les MgtC de différentes bactéries semblent indiquer que deux rôles 
indépendants peuvent être attribués à MgtC, un permettant la survie en basse concentration de 
magnésium et l’autre promouvant la survie dans les macrophages (166). Cette dernière fonction 
pourrait impliquer la collaboration avec une Na
+
/K
+
 ATPase de type P cellulaire (167). 
La protéine OmpATb, prédite pour présenter un rôle porine, est également impliquée dans la résistance 
à l’acide, et l’observation de l’induction de son expression en milieu acide (158) suggère qu’elle joue un 
rôle actif dans ce processus. En effet, OmpATb ne présente pas d’activité porine, mais, en conjonction 
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avec les produits des gènes appartenant au même opéron, Rv0900 et Rv0901, elle permet la 
neutralisation du pH extracellulaire grâce à un efflux d’ammonium (168). Cependant, en contradiction 
avec l’étude menée par Raynaud et coll. en 2002, la délétion du gène codant pour la porine ne semble 
pas diminuer la virulence de M. tuberculosis dans les souris, suggérant l’existence de plusieurs 
mécanismes de résistance à l’acidité, dont certains restent encore à découvrir. Grâce à un criblage 
automatique d’une banque de mutants de M. tuberculosis basé sur la capacité à arrêter la maturation 
du phagosome, Brodin et coll. ont identifié plusieurs souches incapables d’empêcher l’acidification du 
phagosome. Deux souches portaient une mutation dans deux gènes appartenant à un même locus, 
rv1503c-rv1506c, impliqué dans la biosynthèse de glycolipides contenant des acyltréhaloses (169). Ce 
type de criblage est un moyen de découvrir de nouveaux mécanismes de résistance employés par M. 
tuberculosis. 
c. Résistance aux réactifs oxygénés et azotés 
La résistance aux ROI et RNS implique plusieurs protéines de M. tuberculosis, dont les actions sont 
reliées (170). 
KatG : Le gène mycobactérien katG code pour une catalase-peroxydase qui permet la décomposition 
de H2O2 en H2O et O2.  La délétion de ce gène rend M. tuberculosis extrêmement sensible à H2O2 en 
culture, et le mutant est atténué dans des souris sauvages, ainsi que des souris iNOS-/-, incapables de 
produire des réactifs azotés. Par contre, il ne monte aucune altération dans des souris déficientes en 
NOX2, démontrant un rôle de KatG dans la résistance aux réactifs oxygénés in vivo (171).  
Superoxyde dismutases : Deux gènes mycobactériens codent pour des superoxyde dismutases, sodA 
et sodC. Ces enzymes transforment l’anion superoxyde O2
.-
 en peroxyde d’hydrogène H2O2. SodC, 
fonctionnant avec du cuivre et du zinc, protège M. tuberculosis de l’action de O2
.-
, de l’action combinée 
d’O2
.- 
et NO et de l’action bactéricide de macrophages activés (172). Cependant, in vivo, le mutant  
ΔSodC ne montre pas d’atténuation (172, 173). Une explication de ce phénotype peut être la 
compensation du manque de SodC par SodA. SodA, superoxyde dismutase à fer, semble être 
essentielle pour la croissance de M. tuberculosis in vitro (173), pour la résistance à l’H2O2, et la 
virulence chez la souris (174). 
SecA2 : SecA2 fait partie d’un système de sécrétion qui permet l’export de KatG et SodA hors de la 
mycobactérie. Un mutant du gène secA2 a une croissance réduite lors d’infection de macrophages et 
de souris (175, 176).  Cependant l’absence de croissance dans les macrophages déficients en NOX2 
suggère que, outre l’export de KatG et SodA permettant la résistance aux ROS, SecA doit exporter 
d’autres composés importants dans la survie intracellulaire dans les macrophages, et notamment des 
molécules immunomodulatrices (176). 
Mycothiol et CysH: Le mycothiol est un antioxydant et permet de maintenir un environnement 
intrabactérien réduit (177). Bien que les mutants déficients pour la production de mycothiol soit 
sensibles au stress oxydatif in vitro, ils ne montrent pas d’atténuation in vivo (178). CysH code pour une 
réductase indispensable pour l’assimilation du souffre, et donc la production de molécules, telles que 
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les mycothiols. Sa délétion cause une atténuation durant la phase chronique d’infection chez la souris, 
correspondant à la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. La virulence est restaurée dans 
les souris déficientes en NOX2 (179). 
Peroxidase NADH-dépendante et peroxynitrite réductase : Pour détoxifier son environnement des 
ROS et RNS, M. tuberculosis utilise cette enzyme, qui est composée de 4 protéines, AhpC, AhpD, DlaT 
et Lpd (180, 181). Le mutant ΔdlaT est sensible aux RNS in vitro et ne survit pas dans les souris 
sauvages et, de manière surprenante, également dans les souris iNOS-/- (182), sans que cela soit dû 
aux ROS, le mutant étant résistant à l’H2O2 (170).  
Réparation ou dégradation des protéines endommagées : M. tuberculosis possède 2 méthionine 
sulfoxide réductases, MsrA et MsrB, permettant la réparation des protéines, lorsque leurs méthionines 
sont oxydées par les ROS ou RNS en méthionine sulfoxides (183). Même si le rôle des Msr in vivo n’est 
pas clair, elles confèrent une protection in vitro contre les RNS, à travers la réparation des protéines 
dégradées (184). Le protéasome semble également protéger M. tuberculosis du stress dû aux RNS, par 
un mécanisme impliquant peut-être la dégradation des protéines endommagées ou la stabilisation de 
facteurs importants pour la réparation de ces protéines (185). Des mutants défectifs pour le protéasome 
sont atténués in vivo, l’atténuation étant moins marquée mais cependant toujours remarquable dans les 
souris iNOS-/-, indiquant que le protéasome est requis dans l’hôte pour la résistance aux RNS mais 
aussi à un autre stress (186). 
Mécanismes de réparation de l’ADN : En parallèle des protéines, l’ADN semble également être une 
cible des ROS et RNS. En effet, plusieurs mutants dans les systèmes de réparation de l’ADN ont été 
trouvés susceptibles aux différentes espèces oxygénées ou azotées. Ainsi, l’absence de uvrB, codant 
pour une protéine impliquée dans la réparation de l’ADN par excision nucléotidique, est sensible aux 
RNS et atténué in vivo (187), et la protéine histone-like Lsr2 confère une résistance aux ROS (188). 
En plus de ces enzymes et molécules antioxydantes, M. tuberculosis  possède sans doute d’autres 
mécanismes permettant de résister au stress induit par les ROS et RNS. L’un d’eux pourrait reposer sur 
le coenzyme F-420, qui permet la conversion du NO2 en NO et O2 (189), grâce au pouvoir réducteur du 
glucose-6-P (190), ou bien sur l’hémoglobine tronquée, qui semble posséder des propriétés de 
protection contre le stress azoté (191). 
d. Adaptation métabolique et dormance 
Dans le granulome, M. tuberculosis doit faire face à des conditions peu propices à la croissance. 
L’utilisation de pimonidazole, un indicateur d’hypoxie, sur des biopsies de tissus humains infectés, et la 
mesure directe de la tension en oxygène chez les primates et les lapins ont confirmé que le granulome 
contenant M. tuberculosis constitue un environnement hypoxique (192, 193). Le pathogène s’adapte au 
manque d’O2 en induisant l’expression de l’opéron DosR/DosS/DosT, (194-197). Cet opéron, également 
induit par le NO et le CO, régule une cinquantaine de gènes qui permettent le passage d’un 
métabolisme aérobie à un métabolisme anaérobie par l’entrée en « dormance » du bacille. Certains de 
Figure 6: Différents cycles du carbone chez M. tuberculosis: la glycolyse produit de l’acétylCoA qui entre dans le 
cycle de Krebs fournissant du pouvoir réducteur (NADH et FADH2) et de l’oxaloacétate (OAA) qui peut entrer dans la 
composition des acides aminés ou entrer dans le cycle du methylcitrate. En cas de croissance en limitation en glucose et 
en oxygène,  l’enzyme isocitrate lyase  (ICL) permet de réaliser le court-circuit (‘shunt’) glyoxylique, aboutissant à la 
formation d’OAA sans production de pouvoir réducteur. L’utilisation des acides gras et du cholestérol comme source de 
carbone produit du propionylCoA qui permet la synthèse d’acides gras méthylés et, en combinaison avec l’OAA, la 
synthèse de pyruvate par le cycle du methylcitrate. 
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ces gènes permettent également la sortie de la dormance et la reprise de la réplication active (198, 
199).  
Dans le granulome, M. tuberculosis est également confronté à une limitation en nutriments, notamment 
en glucose, et on observe pendant l’infection une induction de l’expression de nombreux gènes 
impliqués dans le métabolisme des lipides (200, 201). Il semble donc que le bacille subit un 
changement métabolique lui permettant d’utiliser les lipides et le cholestérol comme source de carbone 
(201, 202). En accord avec cette hypothèse, la délétion du gène codant pour l’isocitrate lyase (ICL) 
atténue la virulence du pathogène pendant la phase chronique d’infection chez la souris (201). Cette 
enzyme permet de réaliser le « court-circuit glyoxylique » et entre également en jeu dans le cycle du 
méthylcitrate (figure 6), ces deux voies assurant la croissance de la bactérie à partir des lipides et du 
cholestérol. En effet, la dégradation des lipides par la β-oxydation génère de l’acétyl-coA et le 
métabolisme du cholestérol produit du propionyl-coA. Ce dernier est toxique lorsqu’il se trouve en trop 
grande quantité. Il est utilisé i) en entrant le cycle du methylcitrate, où par condensation avec de 
l’oxaloacétate, il est transformé en pyruvate et peut alors entrer dans le cycle de Krebs, ou ii) par la voie 
du methylmalonyl, indépendante de ICL et qui permet la croissance sur propionate (203, 204). L’acétyl-
coA est lui utilisé au niveau du cycle de Krebs, et l’ICL permet la production d’oxaloacétate nécessaire à 
la néoglucogénèse, sans passer par les étapes génératrices de pouvoir réducteur.  
En effet la croissance de la bactérie en hypoxie provoque l’accumulation de pouvoir réducteur, 
normalement consommé par la chaine respiratoire avec l’O2 comme accepteur final d’électron, et le 
changement dans l’équilibre de l’oxydo-réduction dans la bactérie a un effet délétère. La β-oxydation 
génère du NADPH, et le cycle de Krebs du NADH et FADH2. Le régulon DosR permet l’arrêt de la 
croissance et l’entrée en dormance d’une part, ce qui permet de produire moins de pouvoir réducteur, et 
la consommation de ce pouvoir réducteur d’autre part, par production de tri-acylglycérides (TAG, (198). 
De plus, une récente étude par Baek et coll. suggère que la synthèse de TAG induirait la dormance, par 
déviation de l’acétylCoA du cycle de Krebs. Ainsi la mutation du gène tgs1, codant pour une enzyme 
indispensable à la synthèse de TAG, rend M. tuberculosis incapable d’entrer en dormance. Soumis à 
des conditions d’hypoxie, et alors que la souche sauvage stoppe sa réplication, le mutant poursuit sa 
croissance puis commence à mourir (205). L’analyse de crachats de patients atteints de tuberculose a 
révélé que les bactéries contenaient des inclusions lipidiques et l’induction de la dormance in vitro 
génère l’accumulation de ces inclusions lipidiques dans le cytoplasme de M. tuberculosis, confirmant la 
corrélation entre les deux phénomènes (206, 207). En 2008, Peyron et coll. ont montré que les acides 
mycoliques mycobactériens provoquent la différenciation de macrophages en macrophages spumeux, 
contenant des inclusions lipidiques, et dans ces cellules, M. tuberculosis adopte un état métabolique 
non réplicatif (208). Ainsi, le bacille induit lui-même un environnement favorable pour sa persistence 
dans un état latent. 
e. L’échappement dans le cytosol  
Un des principaux mécanismes de virulence de M. tuberculosis repose sur l’export de facteurs par ESX-
1. Il s’agit d’un système de sécrétion de type VII, codé par des gènes se trouvant principalement dans la 
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région de différence 1 (RD1) que ne possède pas BCG (209). ESX-1 permet notamment l’export des 
facteurs de virulence ESAT-6, qui, lors de l’infection par M. marinum, semble causer des pores au 
niveau de la membrane, facilitant ainsi la sortie de la bactérie hors du phagosome (210). Bien que chez 
M. marinum, les mécanismes de translocation dans le cytosol ont été relativement bien décrits, 
reposant notamment sur la sécrétion d’ESAT-6 et de CFP10 et la polymérisation de l’actine de la cellule 
hôte (211, 212), l’existence de la translocation par M. tuberculosis est controversée. Dans leur étude, 
Van der Well et al ont montré qu’après 2 jours d’infection de macrophages, on retrouve des bacilles 
dans le cytoplasme des cellules, de façon ESX-1 dépendante (213). Ainsi des mutants délétés du gène 
cfp10, ou espA, codant pour une protéine nécessaire à la sécrétion par ESX-1,  seraient retenus dans 
la phagosome.  
L’utilisation de la translocation dans le cytoplasme par M. tuberculosis reste donc à confirmer mais 
représenterait un avantage certain pour le pathogène pour l’acquisition de nutriments indispensable à 
sa croissance, et pour une meilleure dissémination.  
f. L’inhibition de l’apoptose  
M. tuberculosis inhibe l’apoptose induite par les macrophages infectés, contrairement aux souches non 
pathogènes, et provoque la nécrose cellulaire, ce qui lui permet d’échapper aux mécanismes 
bactéricides mis en place par l’hôte et de disséminer (116, 118, 119).  
Les lipoxines (LXA) sont générés à partir de l’acide arachidonique, comme les PGE qui favorisent 
l’apoptose (voir paragraphe B.II.g). Une souche virulente de M. tuberculosis induit fortement la 
production de LXA4 qui inhibe la production de COX2 et donc la synthèse de PGE2. Ainsi le 
macrophage ne peut pas mettre en place la réparation de la membrane suite à la phagocytose, et ne 
peut pas empêcher les dommages subis par les mitochondries. Il se produit alors une perméabilisation 
totale de la membrane mitochondriale suivie de la perte de l’ATP et l’accumulation de ROS, qui 
provoquent la nécrose de la cellule (119). 
Les souris Alox5-/-, qui sont incapables de produire de la LXA4, survivent plus longtemps que des souris 
sauvages suite à l’infection par M. tuberculosis, tandis que les souris Ptges-/-, ne produisant pas de 
PGE2, sont très sensibles à l’infection (117, 214). 
L’inhibition de l’apoptose en faveur de la nécrose est bénéfique pour M. tuberculosis car cela lui permet 
non seulement de disséminer efficacement, mais cela affecte également la présentation des antigènes 
aux cellules dendritiques passant par les vésicules apoptotiques (215). Cependant, la nécrose peut 
également être bénéfique pour l’hôte, en provoquant une réponse inflammatoire locale, la libération de 
signaux de danger et exposant le pathogène à l’immunité humorale.  
g. Les mécanismes d’acquisition du fer 
La capture du fer extracellulaire par M. tuberculosis passe principalement par les sidérophores. Il s’agit 
de chélateurs de fer de haute affinité liant l’ion Fe
3+
 et appelés mycobactine. Les gènes impliqués dans 
la production de ces molécules font partie de deux locus, mbt1 qui est responsable de la synthèse du 
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noyau mycobactine, et mbt2 responsable de l’acylation de la protéine (216, 217). Il en existe deux 
différentes, la carboxymycobactine, molécule polaire sécrétée dans le milieu extracellulaire, et la 
mycobactine qui reste associée au bacille (218). La carboxymycobactine a la capacité de prendre le fer 
lié à une protéine de l’hôte, comme la Tf ou la Lf (219, 220), et le complexe Fe
3+
-(carboxy)mycobactine 
est importé dans la bactérie de manière active, probablement par le transporteur ABC IrtAB (217, 221). 
Cependant la mutation de irtA ou irtb n’élimine pas complètement la réplication de M. tuberculosis dans 
un milieu très pauvre en fer (217), au contraire de la mutation des gènes mbt codant pour la synthèse 
des mycobactines (222), indiquant l’existence d’une autre voie d’entrée du fer transporté par ces 
sidérophores. De plus, le système de sécrétion ESX-3, présent dans toutes les espèces 
mycobactériennes, semble être requis pour le fonctionnement des mycobactines (223). Il semble jouer 
un rôle dans la sécrétion de molécules impliquées dans l’import du fer, probablement les mycobactines, 
puisque le défaut de croissance en milieu pauvre en fer induit par son absence peut être complémenté 
par du surnageant provenant d’une culture d’une souche sauvage de M. tuberculosis (224). La délétion 
du gène mbtB, impliqué dans la synthèse des mycobactines, provoque un retard de croissance de la 
souche dans les macrophages (222). Luo et coll. ont observé que les mycobactines, qui sont associées 
à la mycobactérie, pouvaient être retrouvées au niveau de vésicules lipidiques de l’hôte. Accrochées à 
ces vésicules qui peuvent même sortir du macrophage, les mycobactines chélatent le fer de l’hôte, puis 
grâce aux contacts établis entre le phagosome et ces vésicules, le fer complexé aux sidérophores est 
délivré dans la vacuole bactérienne (225). 
 Il a également été récemment suggéré un rôle des porines dans le transport du fer. En effet, la porine 
Msp de M. smegmatis peut importer du fer soluble, en condition de haute concentration en fer (226). M. 
tuberculosis peut également utiliser le fer contenu dans l’hème, mais le mécanisme d’acquisition de 
l’hème par le bacille reste inconnu (227). M. tuberculosis possède également une protéine homologue 
au transporteur NRAMP1, appelé MRAMP. Lorsque le gène mramp est exprimé dans des oocytes de 
Xenopus laevis, un transport de Fe
2+
 est observé, mais également celui de plusieurs autres ions 
divalents (228). De plus, un mutant dans ce gène ne montre pas de défaut de croissance en milieu 
pauvre en fer (229).   
Le régulateur transcriptionnel IdeR, appartenant à la famille DxtR (230), est au centre de l’homéostasie 
du fer chez M. tuberculosis. En effet, en présence de fer, il réprime l’expression des gènes impliqués 
dans l’import du métal, et active ceux responsables du stockage, tels bfrA et bfrB codant pour les 
bactérioferritines, molécules de stockage du fer (231). Le maintien de la concentration intracellulaire en 
fer est très importante, le fer étant un nutriment indispensable pour la survie du bacille mais pouvant 
réaliser la réaction de fenton en présence d’H2O2, produisant des radicaux toxiques. Ainsi une souche 
M. smegmatis mutée dans ideR, par rapport à la souche sauvage, importe plus de fer, par une 
production non réprimée de sidérophores, et possède moins de catalase peroxydase KatG et de 
superoxyde dismutase SOD, et est donc plus sensible à H2O2 (232). IdeR est donc un acteur central du 
maintien de l’équilibre entre acquisition du fer et protection contre le stress oxydatif (233). 
 
31 
 
 
C. BIOLOGIE CELLULAIRE ET BACTERIENNE DES METAUX DE TRANSITION  
La découverte de l’importance du fer dans les interactions entre les cellules hôtes et les pathogènes 
pose la question du rôle des autres métaux de transition dans l’infection. Comme le fer, ces métaux 
sont essentiels à la fois à la vie cellulaire et à la croissance des bactéries. Pourtant, en trop grande 
quantité, ils peuvent être toxiques. 
 I. LES MÉTAUX DE TRANSITION – ESSENTIALITÉ VS. TOXICITÉ  
Les métaux de transition sont les éléments dont l’orbitale atomique d, ou l’orbitale atomique f, est 
partiellement remplie. Il existe 3 séries de métaux de transition, la première comprenant les plus 
utilisés, dont le fer, le cuivre, le nickel, le cobalt, le zinc. Leur orbitale incomplète permet aux métaux de 
transition de former des complexes avec 4 à 6 ligands (n’étant pas un métal et portant 2 électrons 
libres). Dans les cellules, ces ligands sont principalement l’azote, l’oxygène et le souffre. La formation 
de ces complexes, et les réactions qu’ils catalysent, sont essentiels à la vie cellulaire. Environ 30 % des 
protéines interagissent avec un cofacteur métallique (234). 
Les cations métalliques ne diffusent pas à travers la bicouche membranaire, les cellules possèdent 
donc des systèmes de transport afin de contrôler la concentration intracellulaire de chaque métal. Le 
maintien de l’homéostasie métallique est critique. En effet, un déséquilibre dans la répartition des 
métaux peut causer la liaison à certains sites protéiques non spécifiques en remplacement d’un autre 
métal, et les métaux toxiques peuvent interférer avec l’ADN et les protéines, et causer la détérioration 
des macromolécules biologiques. Tous ces mécanismes de toxicité pouvant mener à des maladies, 
notamment neurobiologiques, comme la maladie d’Alzheimer, caractérisée par une grande quantité de 
Cu
2+
 et Fe
3+
 dans le cerveau provoquant un stress oxydatif, ou encore la maladie de Parkinson (235).  
Dans le cadre de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée au zinc, étant donné les signatures 
que nous avions retrouvées dans les transcriptomes de M. tuberculosis et des cellules hôtes pendant 
l’infection. Ainsi la dernière partie de l’introduction porte particulièrement sur le zinc, et dans une 
moindre mesure, le cuivre, dans les cellules eucaryotes et dans les bactéries. 
 II. DANS LES CELLULES EUCARYOTES 
a. Le zinc 
i. Le rôle du zinc 
Le zinc est un nutriment essentiel pour la croissance et le développement (236). En effet il joue un rôle 
structural dans de nombreuses protéines contenant notamment des domaines en doigt de zinc (237, 
238). Il agit également en tant qu’activateur ou co-activateur de plus de 300 protéines, et est 
indispensable à de nombreuses enzymes possédant des propriétés de liaisons à l’ADN (239). On 
estime que plus de 3% du génome humain code pour des protéines contenant des domaines de liaison 
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au zinc (240). Dans l’organisme, la plupart du zinc circulant est lié à l’albumine et à l’α2-macroglobuline 
(241). Dans les cellules, la quantité de zinc est assez élevée (~200µM), mais la plupart étant lié aux 
protéines, la concentration de zinc libre est de l’ordre du picomolaire (242, 243).  
On ne connait qu’une seule maladie génétique liée à un dysfonctionnement du métabolisme du zinc, 
l’acrodermatitis enteropathica (AE), due à un défaut héréditaire d’absorption du zinc au niveau gastro-
intestinal. Cependant on reporte de nombreux cas de déficience en zinc acquise, liée à un mauvais 
régime alimentaire, ce qui entraine développement embryonnaire anormal, retard de poids à la 
naissance, maladies infantiles, dysfonctionnement immunitaire, susceptibilité accrue aux infections et 
problèmes neurologiques (244, 245). 
La toxicité du zinc liée à une trop grande quantité du métal n’est pas totalement élucidée, mais elle est 
probablement due à une compétition au niveau de sites de liaisons à d’autres métaux dans des 
enzymes ou des transporteurs, et à la déplétion du glutathion, antioxydant majeur des cellules, menant 
à une augmentation du stress oxydatif (246-249). 
Plusieurs études ont suggéré que le zinc pourrait agir comme messager intracellulaire, de la même 
manière que la calcium ou l’AMP cyclique. Ainsi, Kitamura et coll. ont montré que la maturation des 
cellules dendritiques médiée par TLR4 dépend en partie de la diminution de la concentration en zinc 
libre dans la cellule (250). Yamasaki et coll. ont mis en évidence l’existence d’une vague de zinc libre 
(« zinc wave ») dans les mastocytes, correspondant à la libération massive de zinc depuis le réticulum 
endoplasmique vers le cytoplasme, suite à la stimulation du récepteur IgE FcεRI. Cet afflux de zinc 
inhibe l’activité phosphatase de la cellule, aboutissant à l’expression des gènes codant pour l’IL-6 et le 
TNFα (251). Au niveau des lymphocytes T, il a été montré que la stimulation des récepteurs TCR (« T 
cell receptor ») induit un influx de zinc dans la cellule, depuis les compartiments lysosomaux par le 
transporteur Zip8, et depuis le milieu extérieur par le transporteur Zip6 (252, 253). Toutes ces études 
mettent en évidence un rôle de messager intracellulaire du zinc, dépendant du type cellulaire, et du type 
de stimulation. 
Le zinc est donc essentiel à la survie des cellules, mais est potentiellement toxique. Les quantités de 
zinc, et notamment de zinc libre, au niveau cellulaire sont donc finement régulés, grâce à des systèmes 
d’import, d’export et de stockage efficaces. 
 
ii.  Les transporteurs 
L’import du zinc : L’import du zinc dans les cellules chez l’homme se fait principalement par les 
transporteurs SLC39, appartenant à la famille ZIP (« Zrt-Irt-like »). Cette famille a été nommée d’après 
les protéines Zrt1 et 2, importeurs de zinc chez Saccharomyces cerevisae, et Irt, le principal importeur 
de fer d’Arabidopsis thaliana (254). Il existe 14 protéines SLC39 : SLC39A (ou ZIP) 1-14. La plupart 
contiennent 8 segments transmembranaires (TM) et leurs domaines C et N terminaux se situent du côté 
extracellulaire (255).  
RE 
Granules 
       sécrétoires 
Figure 7: Localisation des transporteurs de zinc cellulaires. Cette figure montre la localisation connue de différents 
transporteurs de zinc de la cellule. Un transporteur Znt exporte le zinc vers le milieu extracellulaire lorsqu’il est situé à la 
membrane plasmique, et accumule le zinc dans un compartiment intracellulaire lorsqu’il est localisé à sa membrane. Au 
contraire, les transporteurs de la famille Zip permettent l’accumulation de zinc dans le cytoplasme par l’import lorsqu’ils 
sont à la membrane plasmique et l’extrusion hors des compartiments intracellulaires. RE: reticulum endoplasmique, 
d’après Lichten et Cousins, Annual Review of Nutrition, 2009. 
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Les protéines ZIP sont localisées à la membrane plasmique, où elles médient le transport du zinc de 
l’extérieur vers l’intérieur de la cellule, ou au niveau des organites intracellulaires, où le transport se fait 
de la lumière de l’organite vers le cytoplasme (figure 7). Quelques-uns de ces transporteurs semblent 
ne pas être spécifiques du zinc, comme Zip8, qui pourrait également transporter le manganèse et le 
cadmium (256, 257), et Zip14, qui pourrait transporter le fer (258). Des mutations au niveau de ces 
protéines entrainent des maladies. Par exemple des disfonctionnements de Zip4 et Zip5 ont été 
impliqués dans le développement de l’AE, et une mutation non-sens au niveau du gène codant pour 
Zip12 est responsable d‘une forme de schizophrénie (259, 260). A l’inverse, 3 Zip sont impliqués dans 
la progression du cancer du sein, Zip6, Zip7 et Zip10 (261-263). 
Le mécanisme par lequel les Zip transportent le zinc n’est pas vraiment compris. Le transport par 
certaines Zip, notamment Zip1 et 2, ne nécessite pas d’ATP et est induit par HCO
3-
, ce qui suggère un 
mécanisme de symport (240). 
 
L’export du zinc : Les protéines de la famille des Znt (« Zinc transporting proteins »), ou SLC30A 
transportent le zinc de l’intérieur de la cellule vers l’extérieur, ou du cytoplasme vers la lumière des 
organites (figure 7). Elles possèdent en général 6 domaines transmembranaires et les domaines N et 
C-terminaux sont situés dans le cytoplasme. On distingue 10 protéines appartenant à cette famille, 
Znt1-10 (255). 
Jusqu’à maintenant les Znt n’ont été impliqué que dans le transport du zinc. Quelques-uns permettent 
le passage du zinc de la mère à l’embryon ou au nouveau-né, Znt1, Znt2 et Znt4 (264-266), tandis que 
Znt3 joue un rôle dans le stockage du zinc dans les vésicules synaptiques au niveau du cerveau (267), 
et Znt8 permet l’accumulation de zinc dans les compartiments intravésiculaires des cellules de 
Langerhans et joue un rôle dans certains diabètes (268). Znt5 et Znt6 forment un complexe qui se 
localise au niveau du réseau trans-golgien et peut ainsi transférer le zinc dans la voie de sécrétion 
(269). 
Znt1 a été le premier transporteur de zinc identifié chez les mammifères (242). Il protège la cellule de la 
toxicité du métal grâce à son export (247). Sa production dépend directement de la quantité de zinc 
contenue dans la nourriture. Ainsi un  régime déficient en zinc induit une baisse de l’expression du gène 
slc30A1 et un régime haut en zinc provoque une augmentation de son expression (270). Cette 
expression différentielle est régulée par le facteur de transcription MTF-1 (« Metal Transcription Factor-
1 », voir C.II.a.iv).  
Le mécanisme de transport du zinc par les Znt est pour l’instant inconnu. L’export et l’accumulation 
dans des vésicules intracellulaires du métal se font contre le gradient, et il est probable que les Znt 
soient des anti-porteurs ou des transporteurs actifs secondaires (240).  
iii. Le stockage 
Le stockage du zinc dans la cellule permet non seulement de lutter contre les effets toxiques d’une trop 
grande quantité de zinc libre intracellulaire, mais aussi d’avoir une quantité de zinc disponible 
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rapidement. Les deux moyens de stockage utilisés par la cellule sont la chélation par les 
métallothionéines (MT), et l’accumulation dans des vésicules appelées zincosomes. 
Les MT sont des protéines de faibles poids moléculaires, riche en cystéines (~30%). Il existe 4 classes 
de MT. Les MT3 sont retrouvées dans les neurones, les cellules gliales et les organes reproductifs 
mâles, et les MT4 dans l’épithélium squameux et les organes reproducteurs, tandis que les MT de 
classe 1 et 2 ont une expression ubiquitaire (245). On retrouve 7 isoformes dans la classe 1, MT1A, B, 
E, F, G, H et X, et une seule isoforme dans la classe 2, MT2A. Les MT peuvent lier les cations divalents 
(jusqu’à 7 par protéines), comme le cadmium, le cuivre, le plomb ou le nickel, ou des cations 
monovalents, comme l’ion cuivreux Cu
+
, mais la plupart du temps, les MT sont liées au zinc in vivo. 
Elles possèdent deux domaines, le domaine α qui lie 4 atomes de Zn et le domaine β qui en lie 3. Les 
liaisons avec le domaine β sont plus labiles que celles avec le domaine α, suggérant un rôle dans la 
détoxification pour le domaine α et un rôle comme donneur/accepteur d’atomes de zinc pour l’activation 
d’enzymes ou en cas de stress oxydatif, pour le domaine β (240, 271). Les rôles des MT incluent la 
chélation, la distribution intracellulaire, le stockage et la détoxification des métaux, et la défense contre 
le stress oxydatif (272, 273, 274).  
En plus de la chélation par les MT, les cellules stockent du zinc dans les zincosomes. Il s’agit de 
vésicules intracellulaires qui peuvent accumuler des millimoles de zinc en cas d’excès, puis sécrètent le 
zinc dès que la cellule se trouve en conditions limitantes (275, 276). Dans ces vésicules, le zinc ne se 
trouve pas sous forme libre mais lié à des ligands non sensibles à l’oxydo-réduction (277). 
La cellule possède donc deux mécanismes lui permettant de répondre rapidement à un excès ou au 
contraire un défaut de zinc. Les zincosomes permettent une détoxification très rapide du cytoplasme, 
contrairement aux MT, qui nécessitent tout d’abord la production de la protéine. Cependant, l’intérêt des 
MT est que la liaison du zinc avec les complexes thiols est très sensible au stress oxydatif, ce qui 
permet donc à la cellule de réagir très rapidement face à un déséquilibre de l’équilibre d’oxydo-
réduction dans le cytoplasme, en oxydant la fonction thiol et libérant le zinc (278, 279). 
 
Etant donné la nature essentielle et toxique du zinc, la cellule doit réguler finement la production de 
chaque acteur de l’homéostasie du zinc. Un facteur de transcription se trouve au cœur de cette 
régulation, MTF-1. 
 
iv. La régulation par MTF-1 
MTF-1 est un facteur de transcription cytoplasmique qui, lorsqu’il se lie au zinc, se relocalise dans le 
noyau où il régule la transcription de plusieurs gènes impliqués dans l’homéostasie du zinc et le 
contrôle du stress oxydatif.  MTF-1 contient 6 domaines en doigts de zinc liant l’ADN et au moins 3 
domaines d’activation de la transcription. Il lie au niveau de l’ADN une séquence appelée MRE (« Metal 
Responsive Element ») que l’on retrouve au niveau des promoteurs des gènes qu’il régule. Le motif 
MRE contient un motif conservé de 7 paires de base, TGCRCNC (280). 
MTF1 
Znt1 
MT 
Znt1, Zip10, MT … 
ROS 
Zn2+ 
Figure 8: MTF-1 régule la transcription de gènes impliqués dans l’homéostasie du zinc. Suite à l’augmentation de 
la concentration en zinc cytoplasmique, suivant notamment un stress oxydatif libérant le zinc chélaté aux 
métallothionéines (MT), MTF-1 lié à un atome de zinc relocalise dans le noyau où il active la transcription des gènes 
codant pour l’exporteur de zinc Znt1, les chélateurs de zinc MT, et réprime la transcription du gène codant pour 
l’importeur de zinc Zip10. D’après Lichten et Cousins, Annual Review of Nutrition, 2009. 
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Les gènes inductibles par MTF-1 sont ceux codant pour les MT, Znt1 et γGCShc (glutamate cysteine-
ligase heavy metal chain), protéine impliquée dans la synthèse du glutathion (281).  Un seul gène a été 
montré comme réprimé par MTF-1, il s’agit du gène codant pour l’importeur de zinc Zip10 (282).  
MTF-1 agit donc comme un capteur intracellulaire, qui lorsque la concentration en zinc atteint un niveau 
toxique pour la cellule, entraine la production de protéines permettant la détoxification, par l’arrêt de 
l’import du métal d’une part, et par son export et stockage d’autre part (figure 8). Bien que répondant 
principalement au zinc, MTF-1 lie également le cadmium et le cuivre, et récemment il a été mis en 
évidence que MTF-1 régulait également l’expression des gènes codant pour l’hepcidine et la 
ferroportine (283, 284). Il semblerait donc que MTF-1 joue un rôle notamment dans l’homéostasie du 
zinc, mais aussi des autres cations divalents dans la cellule.  
b. Le cuivre 
Dans les organismes vivants, le cuivre se présente généralement sous forme Cu
+
 ou Cu
2+
. C’est un 
cofacteur de nombreuses enzymes, telle que la cytochrome C oxydase, l’ascorbate oxydase ou les 
superoxydes dismutases (SOD). En plus de ce rôle enzymatique, le métal joue aussi le rôle de 
transporteur d’électrons (285, 286).  
Le cuivre entre dans les cellules via le transporteur Ctr1 localisé au niveau de la membrane plasmique 
(287). Une fois dans le cytoplasme, il est incorporé au stock intracellulaire dans les MT, adressé 
directement aux mitochondries où il interagit avec la cytochrome C oxydase, délivré aux Cu-Zn-SOD, 
ou transporté dans le réseau transgolgien par l’ATPase de type P ATP7A pour incorporation dans la 
céruloplasmine, protéine du sang qui contient ~95% du cuivre du sérum (288). Le transporteur Ctr2 est 
situé au niveau de la membrane plasmique et des endosomes tardifs et des lysosomes, et permet 
l’entrée de cuivre dans le cytoplasme depuis ces stocks vésiculaires (289). 
Dans les conditions physiologiques, le cuivre à l’état libre n’existe pas, car il a la capacité de catalyser 
la formation de ROS, directement par la réaction de Fenton, ou indirectement par la diminution du stock 
intracellulaire de glutathion (290). En effet le glutathion est non seulement  le substrat de plusieurs 
enzymes qui éliminent les ROS, mais il est aussi l’antioxydant majeur de la cellule (présent en quantités 
millimolaires). La déviation du stock de glutathion pour chélater le cuivre augmente ainsi l’effet toxique 
des ROS sur la cellule (291). 
Le cuivre est impliqué dans de nombreuses maladies, dont le cancer. En effet, plusieurs études 
reportent un taux élevé de cuivre chez les patients cancéreux (235) et le cuivre pourrait favoriser 
l’apparition de cancers par induction de stress oxydatif et d’inflammation (292). Au niveau du cerveau, 
le cuivre est également impliqué dans l’apparition de désordres neurologiques, notamment la maladie 
d’Alzheimer (293, 294) . Il provoque également la formation de protéines mal repliées, responsables de 
maladies telles que Parkinson, Huntington ou maladies à prions. La maladie de Wilson est causée par 
une mutation dans le transporteur ATP7B, qui exporte normalement le cuivre en excès dans la bile au 
niveau du foie. Une mutation dans le gène ATP7B provoque une accumulation du cuivre dans les 
Figure 9: Le complexe III, ou cytochrome bc1, de la chaine respiratoire bactérienne. L’oxydation de 2 
ubihydrquinones (QH2) au niveau du centre d’oxydation de quinone Qo résulte en la libération de 4 protons (H
+) et le 
transfert d’électrons. 2 électrons passent par le cluster Fer/Souffre (FeS) de la protéine ISP (Rieske Iron-Sulphur 
protein), puis le cytochrome c1 pour ensuite oxyder le cytochrome c (cyt c). Les 2 autres électrons se dirigent vers le 
cytochrome b, consituté du hème bL (low) et du hème bH (heavy) et permettent de réduire l’ubiquinone (Q) au niveau du 
centre de réduction de quinone Qi.  La fonction de ce complexe est donc le transfert d’électrons de l’hydroubiqionone au 
cytochrome c. Le transfert d’électrons est couplé à la translocation de protons à travers la membrane, créant une force 
protomotrice permettant la synthèse d’ATP.  
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cellules du foie, menant à une hépatite (295). Par ses propriétés oxydantes, le cuivre est également 
impliqué dans plusieurs maladies chroniques, comme le diabète ou les maladies cardiovasculaires 
(235). 
 III. CHEZ LES BACTÉRIES 
a. Le zinc 
De manière comparable aux cellules eucaryotes, chez les bactéries, le zinc est un élément essentiel, 
mais qui est toxique s’il se trouve en trop grande quantité sous forme libre. Ainsi un mutant d’E. coli 
dans un transporteur important le zinc est incapable de pousser en milieu pauvre en zinc (296). Chez 
M. tuberculosis, le métal est notamment essentiel au niveau d’enzymes telles que la Cu-Zn-SOD, 
l’alcool deshydrogénase et l’anhydrase carbonique (297, 173, 298). Cependant une trop grande 
quantité de zinc intracellulaire est toxique pour la bactérie. Un mutant d’E. coli dans un exporteur de 
zinc en accumule dans son cytoplasme et se montre plus sensible que la souche sauvage à des 
concentrations élevées, confirmant la toxicité du métal (299, 300). Une des cibles identifiées du zinc est 
la chaine respiratoire bactérienne. En effet il a été montré in vitro que la liaison de Zn
2+
 à un site 
spécifique du cytochrome b affecte l’activité catalytique du complexe bc1 au niveau du complexe III de 
la chaine respiratoire bactérienne, le domaine de liaison se situant proche du domaine de sortie des 
protons du domaine Qo. Ainsi le zinc inhibe le transfert des électrons des quinones vers le cytochrome 
c, couplé à la sortie de protons du site Qo de l’enzyme (figure 9, (301)). Il bloque également le transport 
d’électrons au niveau du complexe I de la chaine respiratoire, la NADH deshydrogènase, en se liant à la 
succinate deshydrogénase lors de la respiration aérobie (302), et au cytochrome bd qui prend le relais 
lors de la croissance en tension basse en oxygène (303). 
Comme les cellules eucaryotes, la bactérie doit être capable de maintenir la concentration intracellulaire 
en zinc stable, afin d’éviter un manque ou un excès. Elle doit donc réagir rapidement à toute variation 
extracellulaire en adaptant import, export ou séquestration du zinc. Les transporteurs de zinc sont 
décrits dans le paragraphe C.III.c. Concernant la séquestration du zinc, une seule metallothionéine à 
zinc a été caractérisé chez les bactéries jusqu’à aujourd’hui. Il s’agit de la protéine SmtA, présente chez 
les cyanobactéries Synechococcus (304). La mutation de smtA ou smtB, codant pour le régulateur 
transcriptionnel de smtA, augmente de 5 fois la sensibilité au zinc de Synechococcus PCC 7942 (305). 
Des homologues de SmtA n’ont été identifiés que dans des bactéries du genre Pseudomonas et chez la 
bactérie Anabaena PCC7120. On ne sait pas si les métallothioneines sont très peu répandues chez les 
bactéries, ou si le manque d’informations sur les séquences des métallothioneines bactériennes 
empêche l’identification de nouvelles protéines candidates.  
D’autres protéines peuvent également représenter des sources de zinc. En effet, dans plusieurs 
génomes bactériens, 4 protéines ribosomales, L36, L33, L31 et S14, ont été trouvées dupliquées. Seule 
la copie originale de chaque protéine contient un motif de liaison au zinc, motif n’étant pas essentiel 
pour la stabilité des protéines en condition normales (306). En condition de faible concentration en zinc, 
la répression de l’expression des copies est levée, et ces protéines ne contenant pas de zinc, 
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remplacent les originales. Ainsi, ces dernières représentent un réservoir de zinc pour la bactérie (307). 
Chez M. tuberculosis, on trouve 3 protéines ribosomales contenant du zinc, RpsR2, RpsN2 et RpmG1 
et 3 paralogues de ces protéines, respectivement, RpsR1, RpsN1 et RpmG2. Des protéines remplissant 
une fonction connue dans la bactérie peuvent donc présenter une seconde fonction de stockage de 
zinc. 
b. Le cuivre 
Dans le cytoplasme des bactéries, on ne retrouve pratiquement pas de cuivre sous forme libre, la 
plupart des molécules de cuivre sont compartimentalisées ou liées à des protéines. Les enzymes 
contenant du cuivre sont principalement retrouvées libres dans le périplasme ou ancrées à la 
membrane plasmique. Chez E. coli par exemple, on trouve 2 protéines périplasmiques dépendantes du 
cuivre, SodC et l’amine oxydase MaoA, et 2 protéines situées à la membrane plasmique, la NADH 
déshydrogénase 2 et la cytochrome bo3 oxydase (308). Ainsi, la plupart des bactéries ne nécessitent 
pas la présence de cuivre dans le cytoplasme pour leur fonctionnement, mais il est possible qu’une 
partie du métal y entre tout de même, obligeant la bactérie à réguler finement l’import et l’export afin 
d’éviter une trop grande concentration de cuivre libre intracytoplasmique. Les transporteurs de cuivre 
présents chez les bactéries sont décrits dans le paragraphe C.III.c.  
Chez E. coli, 2 opérons gouvernant l’homéostasie du cuivre ont été identifiés, les opérons cus et cue. 
En conditions normales de croissance, les gènes présents dans cue codent pour un système d’export 
de cuivre permettant de maintenir un niveau intracellulaire viable. Lorsque la concentration 
extracellulaire augmente, CueR induit la production de CopA, un exporteur de cuivre situé à la 
membrane plasmique, et CueO, une « multicopper oxydase », qui permet de retenir le cuivre dans le 
périplasme (309). Cette protéine protège les enzymes périplasmiques de la toxicité du cuivre et 
empêche le métal d’entrer dans le cytoplasme. Cependant elle ne fonctionne qu’en condition aérobie, 
contrairement à CopA, qui permet l’export également en anaérobie (309, 310). Lorsque la concentration 
en cuivre continue d’augmenter, l’expression de l’opéron cusCFBA est induite. Le système à deux 
composants CusR/S détecte l’élévation de Cu
+
 dans le périplasme, et permet l’export du cuivre en 
excès à travers la membrane externe grâce au complexe formé par CusA, CusB et CusC (309). CusF 
est une petite protéine périplasmique qui lie un ion Cu
+
 et interagit avec CusB et CusC, ce qui permet 
de contrôler l’échange du métal, et d’éviter la présence de Cu
+
 libre (311). Ce système est 
particulièrement important en condition anaérobie, lorsque CueO n’est pas fonctionnelle. Chez M. 
tuberculosis, il existe un gène codant pour une multicopper oxydase, rv0846c, dont l’expression est 
induite suite à l’exposition à une haute concentration en cuivre. Cette protéine pourrait participer à la 
détoxification en cuivre, en coordination avec la chaperone DnaK (Rv0350) et le transporteur Tat (312). 
Jusqu’à aujourd’hui, une seule métallothioneine permettant de stocker le cuivre a été identifiée chez M. 
tuberculosis, il s’agit de MymT. Cette protéine peut lier jusqu’à 6 ions Cu
+
, et protège ainsi la bactérie de 
la toxicité du cuivre. Elle est codée par un gène qui n’avait pas été annoté comme tel dans le génome 
de la bactérie, probablement dû à sa petite taille et au manque de conservation de séquence entre les 
métallothioneines bactériennes connues, et dont l’expression est fortement induite par le cuivre et le 
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Figure 10: Les différentes voies d’export du zinc chez les bactéries. Lorsque la concentration extracellulaire de zinc 
est élevée, la bactérie active ses systèmes d’export du métal. Le zinc peut être exporté par les P-type ATPases, comme 
ZntA chez E. coli, par les transporteurs de la famille CDF (Cation diffusion facilitator), tel que ZitB d’E. coli, ou par les 
transporteurs de la famille des RND (Resistance Nodulation Division), comme CzcABC chez Ralstonia metallidurans. 
D’après Hantke et coll., Biometals, 2001 
ZitB 
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cadmium, et par des stress générant des ROI et RNI (313). Une récente étude a montré que mymT fait 
partie du régulon que rv0846c, répondant au cuivre et sous le contrôle de RicR (314).  
La découverte de MymT suggère que les métallothioneines bactériennes pourraient être plus 
nombreuses que ne laissent penser les recherches par homologies de séquences (315).  
c. Le transport 
On trouve des transporteurs de cations divalents dans les familles suivantes : les transporteurs RND 
(« Resistance Nodulation Division »), les ATPases de type P, les CDF (« Cation Diffusion Facilitator »), 
les transporteurs ABC et les cotransporteurs de métal/citrate. Les 3 premiers transporteurs permettent 
en général l’efflux du métal, tandis que les 2 derniers en médient l’import. Beaucoup d’exporteurs ont 
été caractérisés ou identifiés chez différentes bactéries, tandis qu’on connait peu d’importeurs 
spécifiques de zinc, et seulement quelques systèmes d’import non spécifiques ont été identifiés comme 
transportant le zinc parmi d’autres métaux (316). Chez les bactéries Gram -, on distingue les 
transporteurs permettant le passage des métaux du cytoplasme jusqu’au milieu extérieur, ou 
inversement, c’est le cas des transporteurs RND et ABC, et les transporteurs permettant l’import ou 
l’export à travers la membrane cytoplasmique, tels que les ATPases de type P et les CDF. On retrouve 
au niveau de la membrane externe des protéines permettant le passage des métaux, il peut s’agir de 
porines, médiant une diffusion non spécifique, ou de protéines de type RND autorisant un transport 
spécifique d’un métal (316, 317). 
Les transporteurs CDF : Ils possèdent en général 6 domaines TM et transportent leur substrat contre 
le gradient électrochimique à travers la membrane plasmique. L’énergie de transport des CDF étudiés 
jusqu’ici provient du transport d’un cosubstrat, dans le sens de son gradient, que ce soit en symport ou 
antiport (figure 10, (318)). Chez E. coli, 2 CDF transportant du zinc ont été identifiés, ZitB et YiiP (FieF , 
(319, 320). ZitB confère une résistance au zinc à une souche d’E. coli délétée du gène codant pour son 
transporteur principal de zinc, l’ATPase de type P ZntA, mais la délétion du gène zitB n’a aucun effet 
sur une souche possédant ZntA. YiiP semble permettre l’efflux de Zn
2+ 
mais également Fe
2+
 (320, 321, 
322). Chez M. tuberculosis, un gène a été identifié par homologie de séquence avec yiiP et zitB, 
rv2025c. Il pourrait donc coder pour un transporteur CDF de Zn
2+ 
et le produit du gène a été nommé 
ZitA. La complémentation d’une souche de M. smegmatis sensible au zinc par rv2025 permet de 
restaurer une résistance jusqu’à 50µM de ZnSO4, mais pas au-delà (323). De la même manière que 
ZitB chez E. coli, ZitA pourrait représenter un exporteur de zinc secondaire chez M. tuberculosis. 
Les transporteurs RND : Ces systèmes d’efflux permettent l’export à travers la membrane plasmique, 
le périplasme et la membrane externe, grâce à la force protomotrice (figure 10). Ils sont composés de 3 
protéines, une membranaire qui transporte le substrat à travers la membrane plasmique, une qui forme 
un tube à travers la membrane externe, et une 3
ème
 périplasmique qui fait le lien entre les deux 
premières. Bien que certaines bactéries possèdent plusieurs transporteurs de ce type, chez 
Cupriavidus metallidurans on en retrouve douze (324), chez E. coli un seul transporteur RND a été 
identifié, le système CusCBA, qui transporte le cuivre (309). La mutation de ce sytème, conférant une 
Intérieur Extérieur 
Figure 11: Le cycle Post-Albers.  Le cycle Post-Albers représente le cycle catalytique d’une P-type ATPase Na+/K+. 
L’ion 1 à l’intérieur de la cellule se lie au site de liaison de la P-type ATPase qui se trouve en conformation E1. La 
liaison de l’ion permet la phosphorylation à partir de l’ATP de la protéine qui se trouve alors en conformation E1-P. Elle 
adopte ensuite la conformation E2-P, qui a moins d’affinité pour l’ion E1, qui est libéré à l’extérieur. L’ion 2 se lie depuis 
l’extérieur  et la protéine est déphosphorylée, ce qui provoque la libération de l’ion 2 à l’intérieur. La P-type ATPase 
passe à nouveau en conformation E1 et lie un ion 1 pour entamer un nouveau cycle. D’après Kühlbrandt et coll., Nature 
Reviews Molecular Cell Biology, 2004. 
Figure 12: Structure générale d’une ATPase de type P. Ici est représenté une ATPase de type PII. Ces protéines 
possèdent 10 hélices transmembranaires, de même que les ATPases de type II, IV et V. Les ATPases de type PI en 
possèdent 6 ou 10 pour les A, et 8 pour les B. Toutes les ATPases de type P présentent les domaines B, C et J. Le 
domaine B est le domaine d’actuation, aussi appelé domaine A, le domaine C comprend la liaison au nucléotide, la 
phosphorylation et l’hydrolyse de l’enzyme phosphorylée, on l’appelle également domaine N. Le domaine J, ou 
domaine P, contrôle la phosphorylation. Il existe 9 motifs conservés chez les types II, que l’on retrouve également 
chez quelques ATPases de type I et II. D’après Chan et coll., Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, 
2010. 
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sensibilité au cuivre, est partiellement complémentée par CueO (voir C.III.b.), indiquant que le complexe 
formé par CusA, CusB et CusC permet la détoxification en cuivre  du cytoplasme et du périplasme.  
Les transporteurs ABC : Ces transporteurs permettent en général l’import de métal. Chez E. coli, le 
système ZnuABC transporte le zinc de l’extérieur vers le cytoplasme. ZnuA est une protéine 
périplasmique liant le zinc, ZnuB est une protéine membranaire et ZnuC est une ATPase. Le transport 
par le complexe formé par ces 3 protéines est donc couplé à l’hydrolyse de l’ATP et permet l’import de 
Zn
2+
 du milieu extérieur vers le cytoplasme (296).  
Les systèmes d’import de faible affinité : ces systèmes sont actifs en conditions normales de 
concentration en métaux, quand l’expression des gènes codant pour les systèmes d’import spécifiques 
est réprimée. L’entrée des métaux dans le périplasme des bactéries Gram- a probablement lieu en 
partie par diffusion à travers la membrane externe. Les porines d’E. coli OmpC et OmpF permettent le 
passage de cations (325). Il existe également chez cette bactérie un système de transport de 
phosphate inorganique, Pit, qui cotransporte du Zn
2+
 (326, 327), et un transporteur, ZupT, appartenant 
à la famille Zip, et qui possède une large spécificité de substrat (Fe
2+
, Co
2+
, Mn
2+
, Zn
2+
, Mg
2+
). Il est 
produit de manière constitutive, à faible niveau (328). Chez Bacillus subtilis, il existe un importeur de 
métal-citrate CitM, qui peut transporter Mg
2+
, Ni
2+
, Mn
2+
, Co
2+
 et Zn
2+ 
(329). 
Chez M. tuberculosis, aucun importeur de zinc ou de cuivre n’a été identifié jusqu’à aujourd’hui. 
Certains gènes sont cependant sous le contrôle du régulateur transcriptionnel Zur, induit par de faibles 
concentrations en zinc (330). On retrouve rv0106, codant pour une protéine similaire à un transporteur 
de zinc de faible affinité, rv2060 et rv0259, qui codent respectivement pour une protéine homologue à 
ZnuB et une protéine extracellulaire qui pourrait lier le zinc (330).  
Cependant, il a été identifié chez M. tuberculosis une protéine appartenant à la famille des protéines de 
la membrane externe formant un canal, Rv1698, nommée MctB. De manière intéressante, cette 
protéine permet l’entrée d’antibiotiques et de glucose dans la bactérie tandis qu’elle confère une 
résistance au cuivre en maintenant une concentration intrabactérienne basse (331, 332). Ce type de 
protéine permettrait donc l’export des métaux se trouvant dans le périplasme, préalablement exclu du 
cytoplasme par les ATPases de type P ou les CDF.  
 IV. LES ATPASES DE TYPE P 
a. Définition 
Les ATPases de type P doivent leur nom à la phosphorylation transitoire d’un résidu aspartate conservé 
pendant le cycle réactionnel (333). Lors de ce cycle catalytique, la protéine adopte 2 états 
conformationnels différents, E1 et E2 (figure 11). Lorsque la protéine se trouve sous forme E1, elle lie 
un ion côté cytoplasme, ce qui lui permet d’être phosphorylée  à partir de l’ATP. L’ion est alors 
incapable de se délier. La libération de l’ADP provoque le passage à l’état E2. Le site de liaison du 
substrat s’ouvre vers l’extérieur et l’ion est libéré. Un autre ion peut éventuellement se lier à sa place. 
La déphosphorylation d’E2-P ferme le site de liaison. Le substrat peut alors être libéré côté cytoplasme, 
la protéine repasse en conformation E1 et le cycle recommence (333).  
Chez M. tuberculosis 
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Figure 14: Topologie des PIB-ATPases. Topologie prédite par RYTHM D’après Argüello et coll. Biometals 2007 
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Figure 13: Arbre phylogénétique basé sur les séquences de 159 P-type ATPases. L’arbre a été construit en 
utilisant la méthode « neighbor joining ». Les ATPases de type P appartiennent aux organismes suivants: 
•Synechocystis PCC6803,  Haemophilus influenzae, . Methanococcus jannaschii,   Saccharomyces cerevisiae,    
Mycoplasma pneumoniae,   Escherichia coli. D’après Axelsen et Palmgren, Journal of Molecular Evolution, 1998 
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Toutes les ATPases de type P (ou P-ATPases) sont des protéines membranaires de taille comprise 
entre 70 et 150 kDa et dont les domaines N et C terminaux se situent du côté cytoplasmique (figure 12). 
D’après la nomenclature établie par Axelsen et Palmgren, il existe 11 classes des ATPases de type P, 
IA et B, IIA, B, C et D, IIIA et B, IV, V ainsi que les atypiques (figure 13). Elles sont présentes chez les 
eucaryotes et les procaryotes, sauf pour les membres de la famille IV que l’on ne trouve que chez les 
eucaryotes, et ceux de la famille IA retrouvés seulement chez les procaryotes (334, 335, 336). 
P-ATPases de type I : on distingue les type IA et type IB. Les PIA-ATPases sont des transporteurs de 
K
+
 communément appelés KdpB et qui font partie du complexe Kdp, avec les protéines KdpA, C et F. 
KdpB est la plus petite des ATPases de type P avec seulement 6 segments TM. M. tuberculosis 
possède un gène codant une protéine KdpB, rv1030. 
Les PIB-ATPases sont des transporteurs de métaux de transition, tels que Zn
2+
, Cu
+
, Cd
2+
, Ag
+
 ou Pb
2+
. 
Elles sont constituées de 6 ou 8 segments TM qui forment un tunnel à travers la membrane plasmique 
qui permet le transport du métal. Le couplage de l’hydrolyse de l’ATP au transport se fait au niveau de 
la boucle cytoplasmique située entre les hélices TM 6 et 7. On retrouve au niveau des segments TM6, 7 
et 8 des motifs conservés qui leur confèrent une spécificité de substrat et qui permettent de les classer 
à l’intérieur du type IB. On distingue 5 sous-classes, IB-1 à IB-5 (figure 14). Les ATPases de type PIB-1 
transportent Cu
+
, le groupe des PIB-2 comprend les transporteurs de Zn
2+
 et les PIB-3 transportent Cu
2+
. 
La spécificité de transport des deux autres sous-classes est moins définie, les PIB-4 semblent transporter 
au moins Co
2+
, Cu
+
, et le substrat des PIB-5 n’a pas encore été identifié (337, 338). D’autres motifs, hors 
des segments TM, participent à la spécificité de liaison du substrat. Par exemple, la PIB-ATPase d’E. 
coli lie Zn
2+
 grâce au motif CXXC présent au niveau N-terminal de la protéine (339). Les similarités 
entre les métaux de transition font que ces pompes peuvent transporter, outre leur substrat 
physiologique, un métal non physiologique. Par exemple, les Cu
+
-ATPases peuvent transporter Ag
+
 et 
les Zn
2+
-ATPases peuvent transporter Cd
2+ 
(337). 
Ces protéines sont responsables chez les bactéries de la résistance aux métaux de transition, et chez 
les eucaryotes de l’absorption, la distribution et la clairance de ces métaux (337).  
Chez les humains, la mutation des P1B-ATPases transportant du cuivre, ATP7A et ATP7B provoque 
respectivement la maladie de Menkes et de Wilson. La maladie de Wilson est caractérisée par une 
accumulation de cuivre dans le foie, le sang et le cerveau, provoquant des troubles hépatiques et 
neurologiques. La maladie de Menkes résulte du faible import de cuivre dans les intestins et le cerveau 
résultant en neurodégénerescence et anormalités au niveau du tissu conjonctif (337, 340).  Chez E. 
coli, la P1B-ATPase ZntA transporte Zn
2+
 hors de la bactérie et CopA permet l’export de Cu
+
 (299, 341).  
P-ATPases de types II et III : Ces ATPases de type P permettent de créer et maintenir le potentiel 
membranaire. Les types IIA et B sont des transporteurs de Ca
2+ 
respectivement du réticulum 
sarcoplasmique et de la membrane plasmique. Les PIIC-ATPases transportent Na
+
/K
+
 ou H
+
/K
+
. Ce sont 
elles qui maintiennent principalement le potentiel membranaire des cellules animales, tandis que ce 
sont les types IIIA qui remplissent cette fonction chez les plantes et les champignons (342, 343). Il 
Classe IA 
Bootstrap <0.8 
Classe IB 
Classe IIA 
Atypique 
* 
* 
* 
* 
* 
A 
B 
Figure 15: Les P-types ATPases des mycobactéries. A) Arbre phylogénétique des P-type ATPases de M. 
tuberculosis, M. leprae, M. marinum, et M. smegmatis. B) Classification des P-type ATPases de M. tuberculosis, M. 
leprae, M. marinum, et M. smegmatis.  
Espèces Total 
Type 
IA IB IIA Atypique 
M. tuberculosis 12 KdpB CtpA CtpB CtpC CtpD CtpG CtpJ CtpV CtpF CtpE CtpH CtpI 
M. smegmatis  6          
M. leprae 5            
M. avium 5          
M. marinum 12             
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existe également des PIID-ATPases transportant Ca
2+
 ou Na
+
 chez les champignons (334). Enfin, Les 
PIIIB-ATPases sont des pompes à Mg
2+
 bactériennes (333). 
P-ATPases de types IV et V : Ces ATPases de type P sont proches de celles de type I. Les types IV 
ne sont présentes que chez les eucaryotes, où elles transportent des lipides ce qui permet de maintenir 
l’asymétrie de la bicouche lipidique (344, 345). Les PV-ATPases ont été découvertes récemment chez 
les eucaryotes. Leurs substrats et leurs rôles sont encore inconnus. 
En 2009, Thever et Saien ont ajouté 13 nouvelles familles d’ATPases de type P eucaryotes, FUPA 
(Functionally Uncharacterized ATPase de type P) 10 à 22, et en 2010, Chan et coll. ont ajouté 10 
nouvelles familles procaryotes, FUPA 13 à 32, permettant de classer toutes les ATPases de type P qui 
se trouvaient dans la classe V ou n’étaient pas classables (346, 347). La famille des ATPases de type P 
comprend donc des transporteurs très différents au niveau des substrats transportés, des fonctions, et 
des organismes dans lesquels on les retrouve. 
b. Les ATPases de type P de M. tuberculosis 
Le génome de M. tuberculosis contient 12 gènes codant potentiellement pour des ATPases de type P, 
nommés ctp (cation-transporting protein) A-J et V, et kdpB (figure 15). Ce dernier code pour une 
protéine appartenant à la famille IA transportant l’ion K
+
. On trouve dans le génome de M. tuberculosis 
les gènes codant pour les autres protéines du complexe Kdp, KdpA, KdpC et KdpF. 
Les autres ATPases de type P peuvent être regroupées par homologie de séquences. CtpA, B et V 
(codées par, respectivment, rv0092, rv0103c et rv0969) font partie du type IB-1, prédites pour 
transporter Cu
+
. ctpV fait partie d’un opéron nommé cso (rv0967-rv0970), dont l’expression est induite 
par le cuivre. Cette expression est sous le contrôle du régulateur transcriptionnel CsoR (Rv0967) qui 
lève la répression lorsqu’il est lié à Cu
+
 (348). CtpV confère une résistance à des concentrations 
élevées de CuCl2 (349). CtpD et J (Rv1469 et Rv3743c) sont du type IB-4 pouvant transporter Co
2+
, Cu
+
 
ou un autre métal de transition. CtpC (Rv3270) est une ATPase de type P relativement proche des PIB-2-
ATPases. Elle possède le motif CPC dans le segment TM6 caractéristique du transport de Zn
2+
, mais 
pas ceux des TM7 et 8 (figure 14). CtpG (Rv1992c) est classée parmi les PIB-ATPases et fait partie d’un 
opéron sous le contrôle de CmtR (Rv1994c) qui répond au cadmium (350). CtpF (Rv1997) est une PIIA-
ATPase, et pourrait donc transporter Ca
2+
. CtpE, H et I (Rv0908, Rv0425c et Rv0107c) sont des 
ATPases de type P atypiques, c'est-à-dire qu’elles n’entrent pas dans le classement établi par Axelsen 
et Palmgren. D’après le classement de Chan et al, CtpE appartiendrait à la famille FUPA23 et CtpI et H 
à la famille FUPA24.  Le substrat de ces ATPases est inconnu.  
Douze ATPases de type P est un nombre élevé pour une bactérie. On retrouve ces 12 protéines chez 
M. bovis et M. bovis BCG. M. marinum possède également 12 ATPases de type P, mais on ne retrouve 
d’homologues ni de CtpG, ni de CtpJ, mais CtpA-1 et CtpH-1, homologues respectivement de CtpA et 
CtpH.  Chez M. smegmatis il n’y a que 6 ATPases de type P,  5 chez M. leprae et M. avium (figure 15 
B). KdpB et CtpC sont les deux seules protéines de cette famille conservées chez toutes les 
mycobactéries citées précédemment. Le nombre élevé d’ATPases de type P chez M. tuberculosis pose 
csoR 
ctpC 
Rv3269 
ctpG 
Rv1993c cmtR 
ctpF 
ctpV 
Rv0968 Rv0970 
Figure 16: Organisation génétique de ctpC, ctpG et 
ctpV. ctpC, ctpG et ctpF sont précédés chacun d’un gène 
codant pour une petite protéine qui pourrait être une 
métallochaperonne.  L’opéron comprenant ctpG débute par 
cmtR, codant pour un régulateur transcriptionnel régulant 
l’opéron. De la même manière, CsoR régule l’opéron de 
ctpV.  
M.smegmatis M. avium M.tuberculosis 
  Potassium 1h 20,3 ± 5,5 36,8 ± 15,7 19,5 ± 16,9 
mmol/L 24h 14,1 ± 6,1 5,5 ± 2,9 51 ± 28,6 
  Calcium 1h 2 ± 0,1 4,1 ± 1,5 1,8 ± 1,3 
mmol/l 24h 4,6 ± 2,3 2,5 ± 1,1 7,1 ± 3,3 
  Manganèse 1h 18,9 ± 1,3 11,8 ± 4,4 14,7 ± 5,2 
Mmol/l 24h 4,2 ± 4,2 24,2 ± 5,7 16,9 ± 10,9 
  Nickel 1h 0,31 ± 0,31 0,97 ± 0,7 0,15 ± 0,06 
counts/s/A 24h 0,24 ± 0,13 1 ± 0,3 0,07 ± 0,05 
  Copper  1h 9,9 ± 5,5 28,3 ± 11,4 426 ± 393 
µmol/l 24h 24,8 ± 0,65 17,3 ± 10,3 24,7 ± 9,5 
  Zinc 1h 70,5 ± 37,3 134,6 ± 38,8 37,8 ± 25,2 
µmol/l 24h 260 ± 117 120,8 ± 31,1 459 ± 271 
  Fer 1h 527 ± 66,8 299 ± 61,5 135 ± 41,7 
µmol/l 24h  41,5 ± 22,4 1167 ± 474 2680 ± 973 
Tableau 4: Concentrations moyennes de microéléments dans les phagosomes de M. 
smegmatis, M. avium et M. tuberculosis. Les mesures sont faites 1 heure et 24 heures après 
l’infection de macrophages par les différentes mycobactéries.  Pour chaque phagosome, la 
mesure de tous les éléments est faite simultanément dans un phagosome. Le nombre de 
mesures est donc le même pour tous les éléments: M. smegmatis 1h n=4, 24h n=3, M. avium 
1h n=6, 24h n=3, M. tuberculosis 1h n=7, 24h n=6. D’après Wagner et coll., Journal of 
Immunology, 2005. 
42 
 
la question du rôle de chacune de ces protéines, et leur éventuelle redondance. Jusqu’à aujourd’hui, 
seule CtpV et CtpC ont été étudiées, la première médiant la résistance au cuivre et la seconde au zinc 
(349, 351). La perte ou la non-acquisition de plusieurs de ces Ctp par certaines des espèces 
mycobactériennes confortent l’idée que certaines de ces ATPases de type P ne possèdent pas une 
fonction essentielle. L’interrogation réside dans le fait que M. tuberculosis a conservé, ou acquis, toutes 
les Ctp, supposant un rôle défini pour chacune d’entre elles, éventuellement dans la virulence.  
c. Métallochaperonnes et ATPases de type P 
Chez les eucaryotes, il existe des métallochaperonnes qui dirigent le cuivre vers les enzymes 
dépendantes du cuivre, telles que les Cu-Zn-SOD et les cytochromes C mitochondriales, ou vers 
l’appareil de Golgi. La première découverte est Atx1 de Saccharomyces cerevisiae, qui transfère Cu
+
 à 
l’ATPase de type P Ccc2, située à la membrane de l’appareil de Golgi (352). Les interactions 
spécifiques entre chaperonnes et protéines cibles permettent le transfert du cuivre sans qu’il y ait de 
métal libre dans le cytoplasme. 
Chez E. coli, il n’a pas été identifié de séquence similaire à celles des métallochaperonnes. Cependant, 
on en trouve chez certaines bactéries, telles que Atx1 de Synechocystis PCC6803, CopZ de B. subtilis, 
CopZ d’Enterococcus hirae, et GolB de Salmonella typhimurium (353-356). Ces protéines jouent un rôle 
dans la détoxification du cuivre, soit en interagissant directement avec un exporteur pour lui présenter le 
métal, soit en interagissant avec un régulateur transcriptionnel. Ainsi, CopZ de B. subtilis interagit avec 
CopA, ATPase de type P exportant Cu
+
, et CopZ d’E. hirae présente Cu
+
 à CopY afin de lever la 
répression de l’opéron copYZAB, impliqué dans l’export du cuivre (354, 357).  
Chez M. tuberculosis, les gènes codant pour CtpC, CtpG et CtpV sont chacun précédés d’un gène 
codant pour une petite protéine (figure 16). Ces protéines, Rv3269, Rv1993c et Rv0968,  pourraient 
être des métallochaperonnes associées à chaque ATPase de type P. De manière intérressante, on 
trouve à la fin de la séquence protéique de Rv3269 le motif HXHXH, retrouvé au niveau du domaine 
cytoplasmique de liaison du métal dans certaines ATPases de type PIB transportant Zn
2+
 (337). 
 V. DYNAMIQUE DES MÉTAUX DURANT L’INFECTION 
La plupart des études sur le contenu en microéléments des phagosomes bactériens durant une 
infection se sont concentrées sur le fer, l’hypothèse établie étant que la cellule prive le pathogène en 
fer, pour limiter sa croissance. En 2005, Wagner et coll. se sont intéressés au comportement des autres 
métaux durant l’infection, en mesurant par rayons X « durs » différents microéléments. En choisissant 
comme modèle M. smegmatis, M. avium et M. tuberculosis, ils ont mesuré la concentration entre autres, 
en potassium, calcium, manganèse, nickel, cuivre, zinc et fer contenue dans le phagosome après 1h et 
24h d’infection de macrophages de souris (tableau 4 , (358)). De manière surprenante, on observe des 
variations entre les différentes mycobactéries. Ainsi, on retrouve plus de nickel dans le phagosome de 
M. avium que dans celui des deux autres bacilles. La concentration en manganèse dans le phagosome 
de M. tuberculosis ne varie pas entre 1 et 24h tandis qu’elle baisse dans le phagosome de M. 
smegmatis. La concentration en cuivre est plus de 100 fois plus élevée dans le phagosome de M. 
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tuberculosis par rapport aux deux autres à 1h mais diminue après 24h. On observe une augmentation 
de la concentration en zinc dans les 3 phagosomes entre 1h et 24h d’infection. Enfin, la concentration 
en fer augmente fortement dans les phagosomes de M. avium et M. tuberculosis, tandis qu’elle diminue 
dans celui de M. smegmatis. Ceci pourrait être dû au fait que des souches pathogènes comme M. 
tuberculosis et M. avium sont capables de contourner la restriction en fer initiée par le macrophage 
contrairement à une souche non pathogène telle que M. smegmatis, bien que cette dernière possède 
des homologues des mycobactines et du transporteur IrtAB. De manière intéressante, l’activation des 
macrophages par du TNFα, avant ou après infection, diminue fortement la concentration en fer du 
phagosome de M. avium à 24h d’infection, tandis que les quantités de zinc et de cuivre augmentent de 
façon significative.  
En effet, la combinaison d’activation par des cytokines et d’infection par un pathogène intracellulaire 
provoque des flux de métaux dans les macrophages in vitro. Ainsi, l’infection par Salmonella enterica 
sv. Thyphimurium suivie de l’activation par de l’IFNγ diminue l’import et augmente l’export de fer par 
des macrophages murins, réduisant ainsi la quantité de fer libre intracytoplasmique et 
intraphagosomale (359). Il a également été montré que l’hypoxie provoque l’augmentation de l’import 
de cuivre par Ctr1 et dirige le flux vers les vésicules sécrétoires (360). L’infection de cellules par des 
pathogènes semble donc induire des flux de métaux dans le phagosome, que ce soit dans le sens de 
l’augmentation ou de la diminution. La bactérie doit donc faire face à ces changements et s’adapter 
pour survivre et éventuellement croitre dans le phagosome.  
C’est dans ce contexte que ce sont inscrits mes travaux de thèse. A partir de ces observations, 
je me suis attachée à étudier le rôle du zinc dans l’infection mycobactérienne. Du côté cellulaire, 
il s’agissait de déterminer les éventuelles variations de quantité et de localisation du métal dans 
les macrophages suite à l’infection par M. tuberculosis. Côté bactérien, l’objectif était d’étudier 
l’adaptation du bacille au changement d’environnement métallique et d’identifier un éventuel 
transporteur impliqué dans cette réponse.  
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 RESULTATS 
A. INTRODUCTION DES RÉSULTATS 
 I. LE « PARADIGME NRAMP » 
Les macrophages, cellules immunitaires faisant partie de la première ligne de défense contre les 
pathogènes, jouent un rôle crucial dans les interactions avec M. tuberculosis. Par les mécanismes 
bactéricides qu’ils mettent en place dés la phagocytose du bacille, ils contribuent à son affaiblissement 
en vue de son élimination. 
Un des mécanismes de défense du macrophage repose sur l’appauvrissement du phagosome en 
éléments essentiels, principalement le fer.  Après une infection, il se produit au niveau systémique une 
baisse de la disponibilité en fer, par augmentation de la production de protéines liant le fer, telles que 
l’hémoglobine, la ferritine ou la lipocaline, et par une diminution de la production de protéines 
transportent le fer, telle que la ferroportine (361). Cette diminution de la disponibilité en fer dans le 
sérum se traduit également par un appauvrissement dans le macrophage. Par la production de 
plusieurs molécules stockant le fer, ce dernier restreint la quantité de fer atteignant le phagosome. 
L’identification d’une mutation récessive au niveau d’un transporteur donnant un phénotype de 
sensibilité à plusieurs infections, bactériennes et parasitaires, a contribué à établir le « paradigme 
NRAMP ». En effet, simultanément, 3 groupes de chercheurs ont observé l’implication  d’un gène, 
baptisé plus tard nramp1, dans la résistance à l’infection par M. bovis BCG, Salmonella enterica et 
Leishmania donovani (362, 136). Ce gène code pour un transporteur intracellulaire de fer et de 
manganèse, que l’on retrouve notamment associé à la membrane phagosomale. Des résultats 
contradictoires ont été obtenus en ce qui concerne le sens de transport du fer par NRAMP1, les 
différences provenant probablement des différentes conditions d’expérience (137, 139, 140, 363). En 
effet, NRAMP1 semble posséder 2 mécanismes de transport, l’un dépendant de l’ATP, dans le sens de 
l’export hors du phagosome, et un autre indépendant de l’ATP, dans le sens de l’import (364). 
Toutefois, chez la souris, Nramp1 ne semble pas jouer un rôle dans la résistance contre M. tuberculosis 
(145). Quelque soit le rôle de NRAMP1, il semblerait que l’import de fer par M. tuberculosis pendant 
l’infection soit nécessaire à sa virulence. En effet, M. tuberculosis utilise des sidérophores, les 
mycobactines, pour chélater le fer du macrophage pour sa propre utilisation. Ces molécules sont 
probablement exportées par le complexe de sécrétion ESX-3 et importées par le transporteur IrtAB, et 
la mutation de ces gènes codant pour ces acteurs de l’import du fer provoque un défaut de croissance 
de la souche en macrophages qui pourrait être du à une réduction de l’acquisition de fer, indispensable 
à la survie du bacille (217, 222, 223).  
Ces observations du rôle du fer dans l’infection ont amené une généralisation à tous les métaux, 
considérés comme exclus du phagosome par le macrophage pour priver le pathogène de nutriments 
essentiels (365) Pourtant de plus en plus de preuves indiquent un tout autre rôle pour des métaux tels 
que le zinc ou le cuivre. 
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 II. UN NOUVEAU MECANISME BACTERICIDE : L’EMPOISONNEMENT PAR LES METAUX DE TRANSITION 
Dans leur étude publiée en 2005, Wagner et coll. ont rapporté une augmentation de plusieurs métaux 
dont le zinc et le cuivre dans le phagosome de M. tuberculosis dans les 24 heures suivant l’infection de 
macrophages murins (358). L’étude du transcriptome de M. tuberculosis intracellulaire réalisé par 
Tailleux et coll. en 2008 nous a permis d’observer des signes d’intoxication métallique. En effet, 
l’expression de plusieurs gènes codant pour des ATPases de type PIB, transportant des métaux de 
transition, est fortement induite lors de l’infection. En parallèle, on trouve dans le transcriptome des 
macrophages infectés par M. tuberculosis des modulations de l’expression de gènes impliqués dans 
l’homéostasie cellulaire du zinc (366). 
Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au rôle du zinc dans l’infection mycobactérienne, du 
côté cellulaire en tant qu’arme bactéricide et du côté mycobactérien, en tant que molécule toxique à 
laquelle il faut résister.  
Par observation en microscopie confocale, grâce à un marqueur fluorescent spécifique du zinc libre, et 
microscopie électronique, par un marquage spécifique du zinc, nous avons pu observer qu’après 
infection par M. tuberculosis il se produit une libération de zinc libre dans les macrophages humains, 
provenant de stocks intracellulaires. Une partie de ce zinc libre atteint le phagosome, où il s’accumule. 
Le bacille doit donc faire face à une haute, voire toxique, concentration du métal, et résiste en 
exprimant les systèmes permettant l’export du zinc, notamment CtpC. En effet, l’expression de ctpC est 
fortement induite par le zinc, et une souche de M. tuberculosis mutée dans ctpC est extrêmement 
sensible au zinc. Lors d’infection de macrophages humains, la croissance de cette souche 
hypersensible au zinc est atténuée et le phénotype est complémenté par l’apport d’une copie du gène. 
Afin de savoir si ce mécanisme d’intoxication était spécifique à la défense contre M. tuberculosis, ou 
une arme utilisée par les phagocytes pour se défendre contre les parasites intracellulaires en général, 
nous avons réalisé les mêmes expériences avec le modèle bactérien E. coli, et une souche mutée dans 
le gène codant pour la P-type ATPase ZntA, mediant l’export de zinc. L’infection par E. coli provoque 
également la libération massive de zinc dans les macrophages, et la souche déficiente en ZntA est tuée 
plus rapidement que la souche sauvage et la souche complémentée.  
Ces résultats mettent en lumière un nouveau mécanisme mise en place par les macrophages pour la 
défense précoce contre les parasites intracellulaires. Lors de la phagocytose d’un microorganisme, le 
macrophage, parmi d’autres mécanismes destinés à l’affaiblir ou le tuer, essaye de « l’empoisonner » 
avec des métaux de transition physiologiques, mais toxiques à haute concentration, tels que le zinc. 
 
B. RÔLE D’UNE ATPASE DE TYPE P MYCOBACTÉRIENNE DANS LA RÉSISTANCE À 
L’EMPOISONNEMENT PAR LE ZINC DANS LES MACROPHAGES HUMAINS  
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Mycobacterium tuberculosis thrives within macro-
phages by residing in phagosomes and preventing
them from maturing and fusing with lysosomes.
A parallel transcriptional survey of intracellular
mycobacteria and their host macrophages revealed
signatures of heavy metal poisoning. In particular,
mycobacterial genes encoding heavy metal efflux
P-type ATPases CtpC, CtpG, and CtpV, and host
cell metallothioneins and zinc exporter ZnT1, were
induced during infection. Consistent with this pattern
of gene modulation, we observed a burst of free
zinc inside macrophages, and intraphagosomal zinc
accumulation within a few hours postinfection. Zinc
exposure led to rapid CtpC induction, and ctpC defi-
ciencycausedzinc retentionwithin themycobacterial
cytoplasm, leading to impaired intracellular growth of
the bacilli. Thus, the use of P1-type ATPases repre-
sents a M. tuberculosis strategy to neutralize the
toxic effects of zinc in macrophages. We propose
that heavy metal toxicity and its counteraction might
represent yet another chapter in the host-microbe
arms race.
INTRODUCTION
Macrophages and other phagocytes use a diverse arsenal of
subcellular and molecular weapons to clear intracellular mi-
crobes. One strategy is to directly expose the invading path-248 Cell Host & Microbe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 Elogen to a toxic intracellular environment. For example, they
make use of the fusion of microbial vacuoles, or phagosomes,
with acidic and hydrolase-rich lysosomes, in combination with
the production of antimicrobial peptides, and toxic reactive
oxygen and nitrogen species (Pluddemann et al., 2011). Another
strategy involves the sequestration of nutrients important for
microbial growth. For instance, they may use intracellular
solute transporters, such as the natural resistance-associated
membrane protein (NRAMP)1/SLC11A1, NRAMP2/DMT1/
SLC11A2, and ferroportin FPN1/SLC40A1, located at the phag-
osome membrane, and soluble chelators such as lactoferrin,
which is found in the phagosome lumen, to deplete the microbial
vacuoles of iron and possibly of other important nutrients,
thereby impairing the intracellular development of the microbe
(Cellier et al., 2007; Vidal et al., 1993). Known as the NRAMP
model, the latter strategy is thought to be the current paradigm,
with the depletion of important metals other than iron, such as
zinc and manganese, as its main tenet and as an obvious feature
of the innate immune arsenal of higher organisms (Appelberg,
2006; Kehl-Fie and Skaar, 2010).
The tuberculosis bacillus,Mycobacterium tuberculosis, is one
of the well-known intracellular pathogens to thrive inside
macrophages. It does so by interfering with the intracellular
endocytosis machinery, blocking phagosome-lysosome fusion,
thereby avoiding the cytolytic environment of a phagolysosome,
and multiplying within macrophages (Armstrong and Hart,
1971; de Chastellier, 2009; Rohde et al., 2007). Several
mechanisms involved in the intracellular survival of pathogenic
mycobacteria have been identified in target-based and
system-wide approaches. For example,M. tuberculosismay use
the superoxide dismutase SodA to withstand the phagocytic
oxidative burst (Edwards et al., 2001), the serine protease
Rv3671c may protect against acid exposure (Vandal et al.,sevier Inc.
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overcome iron sequestration mechanisms (De Voss et al.,
2000; Rodriguez and Smith, 2006; Siegrist et al., 2009) within
macrophages.
To further understand the strategies employed by
M. tuberculosis to instigate, subvert, or disrupt antimicrobial
functions in human macrophages, we previously carried out
transcriptomic studies, in parallel, on both intracellular myco-
bacteria and their host macrophages during the infection
process (Tailleux et al., 2008). Surprisingly, we found signatures
of heavy metal poisoning in intracellular mycobacteria, including
induction of the putative heavy metal efflux P1-type ATPase
CtpC (Rv3270). P-type ATPases form part of a large family of
ion pumps that are present in almost all kingdoms of life,
including nonpathogenic species of Mycobacterium (Chan
et al., 2010). These proteins are characterized by an autocata-
lytic phosphorylation step (hence the name of these trans-
porters) and are classified into subgroups according to the ion
transported (Arguello et al., 2007; Chan et al., 2010). The
M. tuberculosis genome (Cole et al., 1998) indeed encodes 12
putative transporters of this type: seven P1B-type heavy
metal-transporting ATPases (CtpA-D, CtpG, CtpJ, and CtpV);
one P1A-type K
+ transporter, KdpB; one P2A-type Ca
2+ or
Mg2+ transporter, CtpF; and three unusual P-type ATPases,
CtpE, CtpH, and CtpI. Members of the P1B class are mostly
involved in heavy metal efflux and detoxification (Arguello
et al., 2007; Chan et al., 2010), and the induction of CtpC,
CtpG, and CtpV, which belong to this class of P-type
ATPases, in intracellular mycobacteria suggested that the bacilli
were facing an excess of free metal inside host cells. In an
earlier study, heavy metals, namely zinc and copper, were
found to accumulate in phagosomes containing various myco-
bacterial species; interestingly, zinc accumulation was even
furthered upon macrophage activation by inflammatory signals
such as IFN-g and TNF (Wagner et al., 2005). In light of these
previously published findings, we closely re-examined our
macrophage transcriptome during M. tuberculosis infection
(Tailleux et al., 2008) and found transcriptional signatures of
heavy metal overload in the host cell, such as induction of
zinc resistance genes.
Here we now report that ctpC is a zinc-responsive gene in
M. tuberculosis that is likely involved in zinc efflux given that
our ctpC null mutant was hypersusceptible to physiological
concentrations of zinc and exhibited an impaired growth in
human macrophages. By using a combination of fluorescence
and electron microscopy-based approaches, we visualized an
early burst of free zinc in host cell endocytic compartments
during infection, as well as in themycobacterial vacuole. Further-
more, free zinc also accumulated in phagolysosomes containing
nonpathogenic microbes, such as Escherichia coli. General
ablation of the zinc efflux system in E. coli led to faster intracel-
lular killing of this microbe. Therefore, in addition to nutrient
depletion, macrophages may make use of heavy metal (zinc)
poisoning as a mechanism of antimicrobial immunity. At the
same time, our study proposes the use of P1-type ATPases as
a strategy for M. tuberculosis and other microbes to counteract
the toxic effects of zinc in macrophages, thereby suggesting that
genes such as ctpC might be useful targets for the treatment of
tuberculosis and other diseases.Cell Host & MRESULTS
Detection of Transcriptional Signatures Characteristic
of Heavy Metal Poisoning in Both Intracellular
Mycobacteria and Their Host Macrophages
Our recent transcriptome analysis of intracellularM. tuberculosis
(Tailleux et al., 2008) revealed an early, strong, and sustained
induction of the putative P1B-type ATPase-encoding genes
ctpC/Rv3270, ctpG/Rv1992c, ctpV/Rv0969, and P2A-type ctpF/
Rv1997 during infection of human macrophages (see Fig-
ure S1A available online). Given that one of the central features
of M. tuberculosis pathogenesis is the ability to enter and repli-
cate inside macrophages despite encountering a toxic environ-
ment, we became interested in the possible role of P-type
ATPase-encoding genes in enhancing the bacilli’s fitness in
host cells, all the more as the mycobacterial phagosome accu-
mulates zinc and copper inside host macrophages (Wagner
et al., 2005). Interestingly, CtpC and CtpG are phylogenetically
related to zinc transporters (Figure S1B), whereas CtpV is closer
to copper transporters. In addition, P1-type ATPase-encoding
genes sometimes cluster with putative metal chaperone- and
metal-responsive transcription factor-encoding genes (Fig-
ure S1C). In particular, the homologous Rv3269, Rv1993c, and
Rv0968 genes encode putative chaperones that may enhance
the functional capacity of these P1B-ATPases, as in the case,
for example, of copper delivery to copper transport ATPases
(Gonzalez-Guerrero et al., 2009). Our microarray data not only
revealed a strong induction of these putative chaperones during
phagocyte infection but also that of the cmtR/Rv1994c and
csoR/Rv0967 genes known to encode metal-responsive tran-
scriptional regulators (Figure S1D) (Cavet et al., 2003; Liu et al.,
2007). Altogether, this transcriptional survey in intracellular
mycobacteria hinted at a particular role for P1B-type ATPases
and their putative partners during its establishment inside human
macrophages. In particular, induction of the ctpC-Rv3269 gene
tandem in intracellular mycobacteria became an obvious and
reproducible signature in different independent infection experi-
ments (Figure 1A).
Assuming that M. tuberculosis CtpC acts as a predicted zinc
efflux pump (Figure S1B), and with the knowledge that zinc
was found to accumulate in the mycobacterial phagosome
(Wagner et al., 2005), we hypothesized that the excess of this
free metal would be reflected in the transcriptome of the host
cells as well. Indeed, several metallothionein (MT)-encoding
genes—MT1H, MT1M, MT1X, and MT2A—were induced in
the cells during M. tuberculosis infection (Figure 1B). MTs are
modulated in a number of stress situations, particularly those
in which the cell is exposed to potentially toxic concentrations
of free zinc (Palmiter, 2004). The mechanisms involved in
free zinc detoxification in eukaryotic cells are well described,
and include the translocation of metal-regulatory transcription-
factor 1 (MTF1) to the nucleus, where it binds metal-responsive
elements in the promoter regions of several genes encoding
zinc detoxification proteins, includingMTs and the plasmamem-
brane zinc exporter ZnT1/SLC30A1 (Andrews, 2001; Lichten
and Cousins, 2009; Murakami and Hirano, 2008). RT-qPCR
analysis of M. tuberculosis-infected macrophages confirmed
that MTs, together with MTF1 and ZnT1, were all induced (Fig-
ure 1C). In addition, immunofluorescence microscopy furthericrobe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 249
Figure 1. The Microbial and Host Macrophage Transcriptomes Reflect Free Zinc Overload during M. tuberculosis Infection
(A) RT-qPCR analysis of ctpC and Rv3269 expression during human macrophage infection. Cells were infected for the indicated time. The data shown are
means ±SD of ctpC expression, normalized with respect to sigA, in intracellular bacteria, relative to the inoculum (0). The data shown are from an experiment
performed in triplicate and were analyzed with Student’s t test. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; the data are representative of four independent biological
replicates.
(B) Transcriptional profile analysis. Red-blue density display showing the expression levels of the human metallothionein-encoding genesMT1H,MT1M,MT1X,
andMT2A at 4, 18, or 48 hr afterM. tuberculosis infection in macrophages, as reported in microarray analysis by Tailleux et al. (Tailleux et al., 2008). Genes are
ordered in rows, conditions as columns. The colors indicate the strength of expression, running from red (high levels of expression) to blue (low levels of
expression; in arbitrary units).
(C) RT-qPCR analysis of the expression ratio of the genes encoding the metal transcription factor-1 (MTF1), MT1, MT2, and the zinc exporter ZnT1/SLC30A1 in
human macrophages during M. tuberculosis infection, relative to uninfected cells (0). After indicated time of infection, total cellular RNA was extracted and
analyzed by RT-qPCR. Data are displayed as fold-change relative to expression before infection, and are normalized relative to hprt. Averaged data (mean ±SD
from a triplicate experiment) from one representative donor out of four tested are shown.
(D–F) MTF1 localization. (D) MTF1 was immunolocalized (green) in uninfected macrophages (upper panels) and in macrophages infected as in (A) for 24 hr with
DsRed-expressingM. tuberculosis (red, lower panels). Cell nuclei are labeled with the fluorescent dye TOPRO-3 (blue). The oblique bars indicate analysis lines as
used in (E) to quantify the MTF1 signal. (E) Average MTF1 signal intensity, analyzed as in (D), for 25 cells per condition. (F) MTF1 signal intensity ratio (nucleus/
cytoplasm) measured before infection (0) and 2 or 24 hr after infection. Scale white bar, 20 mm. The data shown in (D)–(F) are representative of two independent
experiments, and data shown in (E) and (F) represent mean ±SD of values calculated from 40 randomly chosen cells in several fields.
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nucleus upon M. tuberculosis infection, indicating a direct and
rapid establishment of elements to withstand zinc intoxication250 Cell Host & Microbe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 El(Figures 1D–1F). Taken together, the observed modulation of
genes encoding for eukaryotic zinc detoxification proteins
suggests the involvement of zinc poisoning during thesevier Inc.
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upon previously published results (Wagner et al., 2005).
Zn2+ Is Rapidly Released from Intracellular Stores upon
M. tuberculosis Infection and Reaches the
Mycobacterial Phagosome
The possible involvement of zinc poisoning during
M. tuberculosis infection led us to hypothesize a possible uptake
or release of excess free zinc within the infected cells, some of
which may target specifically this intracellular pathogen. To
test this hypothesis, we set up to visualize the presence and
movement of free zinc during the M. tuberculosis infection by
staining humanmacrophages with FluoZin-3 (FZ3), a fluorescent
probe specific for free zinc (Domaille et al., 2008; Gee et al.,
2002). Confocal microscopy showed that M. tuberculosis infec-
tion resulted in a rapid increase in the FZ3 signal, which was in-
hibited by the zinc-chelating cell-permeant agent TPEN (Figures
2A and 2B). The FZ3 signal was unaffected by chelators of other
metals, such as iron, calcium, magnesium, copper, and manga-
nese, providing additional evidence for the specificity of FZ3
(Figure S2A). In addition, the FZ3 signal was not inhibited by
DTPA (Figure S2A), a cell-impermeant zinc chelator, or in the
absence of zinc when cells were infected in zinc-free buffers,
such as PBS. Thus, the burst of free zinc observed during infec-
tion was derived from an intracellular storage compartment
rather than from the import of extracellular metal. This is not
too surprising, given that zinc is mostly complexed with MTs in
eukaryotic cells (Lichten and Cousins, 2009). Several stresses,
such as oxygen intermediates, can dissociate zinc fromMTs, re-
sulting in the intracellular release of this metal (Andrews, 2000;
Dalton et al., 1996). In M. tuberculosis-infected macrophages,
the FZ3 signal was inhibited by apocynin, an inhibitor of the
NADPH phagocyte oxidase (Figure S2B), strongly suggesting
that the oxidative burst observed during mycobacterial infection
leads to the dissociation of zinc from intracellular Zn2+-MT
complexes. FZ3 staining of macrophages expressing red fluo-
rescent reporters specific for various subcellular compartments
further revealed that free zinc was released mostly in late endo-
somes and lysosomes, as shown by the strong colocalization of
the FZ3 signal with the late endosomal markers cathepsin D
(88.5% ± 5.8%) and LAMP1 (88.1% ± 5.8%) and, to a lesser
extent, in early compartments of the endocytic pathway, as
shown by the colocalization (29.9% ± 5.9%) of the FZ3 signal
with the early endosomal marker Rab5 (Figures 2C and 2D).
Close examination of mycobacterial phagosomes by confocal
microscopy revealed strong zinc signals surrounding mycobac-
teria (Figures 2E–2G), probably corresponding to free zinc deliv-
ered to the mycobacterial vacuoles through phagosome-early
endosome fusion. While it is already known that host cells alter
zinc levels in response to microbial products (Kitamura et al.,
2006), these results demonstrate the transport of intracellular
zinc into the endosomal-lysosomal pathway in correlation to
the direct exposure to an invading microbe.
CtpC Protects M. tuberculosis from Excess Free Zn2+
and Contributes to Intracellular Survival
Based on the rapid and sustained colocalization of intracellular
zinc and mycobacteria within macrophages, we investigated
whether one or more of the P-type ATPases induced inCell Host & Mintracellular mycobacteria (Figure S1A) would be specifically
responsive to zinc. We performed a transcriptome analysis of
M. tuberculosis exposed to different physiological concentra-
tions of zinc. This transcriptional survey clearly revealed two
zinc-responsive genetic modules containing P-type ATPase-
encoding genes, namely ctpG-Rv1993c and Rv3269-ctpC (Fig-
ure 3A and Table S1). Of these, we were able to confirm the
modulation of the ctp genes in response to zinc by RT-qPCR
analysis. Accordingly, ctpC expression was strongly (up to
30 times) induced upon exposure to zinc (Figure 3B), but not
upon treatment with other divalent cations, such as Cd2+,
Cu2+, and Ni2+ (Figure 3C). In addition, the expression for ctpG
and ctpJ was also induced, but to a lower level compared to
that of ctpC (Figure 3B). These results indicate that the direct
exposure of M. tuberculosis to the burst of intracellular zinc
during macrophage infection might be responsible for the
observed upregulation of P1-ATPases and their putative func-
tional partners, particularly that of ctpC together with its chap-
erone-encoding gene Rv3269, thus establishing precedence
for a possible cooperative role between these two genes to resist
zinc intoxication.
The striking induction of ctpC expression upon exposure of
the bacteria to Zn2+ (Figure 3A), and its putative role as a zinc
efflux pump, led us to consider it as an ideal mycobacterial
gene candidate leading the resistance to zinc poisoning in
human macrophages. To investigate its role as such, we used
allelic exchange to construct a mutant of M. tuberculosis with
an inactivated ctpC gene (Figures S3A and S3B). Upon direct
exposure to zinc, the ctpC null mutant accumulated zinc as
much as three times compared to thewild-type strain (Figure 4A).
Yet, this susceptibility was specific only to zinc, since the mutant
and wild-type strains contained to a similar degree equal
amounts of other divalent cations such as Ni2+, Cu2+, and Cd2+
(Figure S3C).
To gain insight into the precise location of free zinc within
intracellular M. tuberculosis or the ctpC null mutant, electron
microscopy approaches were used. Because free zinc ions
are too small to be visualized after fixation and processing
by conventional methods (Figure S4A), an autometallographic
(AMG) technique, adapted from Stoltenberg et al. (Stoltenberg
et al., 2005) for capturing zinc ions, was applied to infected
macrophages. Fixation with glutaraldehyde in the presence of
sodium sulfide induces the formation of electron-dense zinc-
sulfur nanocrystals that are subsequently silver enhanced by
AMG. As long as the AMG development proceeds, the nano-
crystals will grow in size. We have used a development time
such that the nanocrystals reached 5–10 nm in size and were
hence visible under the electron microscope, where they ap-
peared as dense circular deposits (Figure S4B). The only disad-
vantage of this method, with respect to conventional EM
methods, is that the cell ultrastructure and more especially the
membrane of the different cellular organelles are less well
preserved and, therefore, most of the time difficult to visualize
(Figure S4B). It was clear, however, from control infected cells
fixed in parallel by a conventional EM method that all the organ-
elles were membrane bound and that all the bacilli were en-
closed in membrane-bound phagosomes (Figure S4A). After
infection with M. tuberculosis, the zinc crystals were observed
within mitochondria and on the inner face of the nuclearicrobe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 251
Figure 2. Free Zinc Is ReleasedwithinMacrophages duringM. tuberculosis Infection and Accumulates within theMycobacterial Phagosome
(A) Free zinc labeling inmacrophages. Humanmonocyte-derivedmacrophageswere left uninfected (left panel) or infected for 4 hr as in Figure 1A (middle and right
panels), in the absence (left andmiddle panels) or presence (right panel) of the zinc-chelating agent TPEN. Cells were fixed and stained with the free zinc-specific
fluorescent probe FluoZin-3 (FZ3, green). Scale bar, 20 mm. The picture is representative of five independent experiments.
(B) FZ3 signal quantification (in arbitrary units) from 25 blind-scored cells from three random fields as in (A). The data shown are means ±SD of the signal
measured from 20 cells and were analyzed with Student’s t test. ***p < 0.001; the data are representative of five independent experiments.
(C) Subcellular localization of the FZ3-positive compartments in macrophages.Macrophages were transfected with RFP-reporter plasmids expressing cathepsin
D (CathD, top row panels) and LAMP1 (middle row panels), or Rab5 (bottom row panels). After 4 hr of infection withM. tuberculosis, the cells were fixed, stained
with FZ3 as in (A), and analyzed by confocal microscopy. Arrows indicate colocalization of the red and green signals. Scale bar is either 20 mm (left column panels)
or 5 mm (all panels in the columns to the right). The squared fields depicted in the panels of the left column represent the magnified area shown for all panels in the
columns to the right. Representative images from two experiments are shown; images are quantified in (D).
(D) Quantification of FZ3 colocalization with RFP-fused CathD, LAMP1, or Rab5, as shown in (C). Percentages of colocalization (means ±SD) were determined by
analyzing the proportions of FZ3-positive structures stained for CathD, LAMP1, or Rab5 from high-resolution confocal microscopy pictures. At least 1000
structures from ten cellswere counted per condition to calculatemean±SD. FluoZin-3 colocalization; the data are representative of two independent experiments.
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Microbial P1-Type ATPases Thwart Zinc Intoxicationmembrane (Figures 4B, panel 1), within endocytic compart-
ments (mostly lysosomes, Figures 4B, panel 2), and along the
inner face of the plasma membrane (Figure 4B, panel 3). In addi-
tion, the inner face of the phagosome membrane was also
studded with zinc crystals (Figure 4B, panel 3). We then exam-
ined individual bacilli for the presence or absence of zinc crys-
tals (Figure 4B, panels 4–7). Three cases were distinguished in
terms of location of zinc crystals, i.e., (1) exclusively along the
outermost surface of the mycobacterial cell wall as in Figure 4B,
panel 4; (2) within the cell wall as in Figure 4B, panel 5; and
(3) within the cytoplasm (Figure 4B, panel 6). In the case of
morphologically intact and live bacilli, the zinc crystals were
in most cases restricted to the outer surface of the mycobacte-
rial wall, as in Figure 4B, panel 4. In contrast, when bacteria
were damaged and, therefore, dead, the cytoplasm usually
contained zinc crystals (Figure 4B, panel 7). Based on these
criteria, striking differences were revealed between wild-type
M. tuberculosis and its ctpC null mutant counterpart (Figure 4C).
In the case of the wild-type strain, zinc was localized mostly
along the surface and within the cell wall in at least 93% of the
morphologically intact bacilli, while some was found within the
cytoplasm in as much as 7% within 24 hr (postinfection, p.i.).
By contrast, the ctpC null mutant exhibited zinc within the cyto-
plasm in as much as 50% of the intact bacilli during the same
time period (Figure 4C). Of note, while the percentage of
damaged bacilli (as judged at the ultrastructural level) was iden-
tical (10%–12%) between the two strains during the first 4 hr
(p.i.), it increased (up to 30%) only in the ctpC null mutant after
24 hr (p.i.).
Given this correlation between the accumulation of zinc and
the morphological appearance of damaged bacilli, we then
decided to test the ability for the ctpC null mutant to grow under
different concentrations of zinc. As shown in Figures 5A and 5B
and Figure S5A, the mutant was highly sensitive to zinc, as
assessed by turbidity and counts of colony-forming units.
Equally important, the wild-type phenotype was restored by
genetic complementation with a cosmid encompassing the
ctpC region of the genome, indicating the importance for this
gene to resist zinc poisoning (Figures 5A and 5B). These obser-
vations also held true in the context of a macrophage infection.
Although the phagosome containing both the wild-type and
ctpC null strains accumulated zinc (Figure S5B), only the ctpC
null mutant grew poorly in human macrophages, a deficiency
that was soon restored upon expression of ctpC in the comple-
mented strain (Figure 5C). To further investigate the role of
CtpC in survival in vivo, we conducted infection experiments in
immuno-competent or -deficient animals. However, we did not
observe signs of attenuation of the ctpC null strain (Figure S6),
indicating that there might be a compensation effect by other
Ctp proteins among other reasons we later discuss below.
Nevertheless, our data provide compelling evidence that CtpC
plays a crucial role in the ability of M. tuberculosis to resist zinc
poisoning, at least in the context of human macrophages.(E and F) FZ3 staining of the mycobacterial phagosome. One macrophage infect
shown (E), together with a higher magnification of the mycobacterial vacuole in an
pictures from five independent experiments are shown; images are quantified in
(G) Quantification of FZ3 colocalization with DsRed-expressing M. tuberculosis
phagosomes (as assessed for 50 phagosomes in five different fields) is shown
Cell Host & MZinc Poisoning Contributes to the Killing
of Nonpathogenic Bacteria by Macrophages
It is clear from recent studies that host cells alter lysosomal and
cytoplasmic zinc levels in response to bacterial pathogens or
stimuli (Kitamura et al., 2006). While the impact due to these
alterations in zinc concentrations is beginning to be understood
in the context of immune cell differentiation and maturation
(Kitamura et al., 2006; Murakami and Hirano, 2008), the impact
on invading pathogens is thought to be solely growth hindrance
due to zinc starvation, as predicted by the NRAMP model
(Kehl-Fie and Skaar, 2010). Our results demonstrate that
M. tuberculosis is subjected to zinc poisoning as an alternative
use of this transition metal by human macrophages. Zinc
poisoning may be a general feature of the innate immunity
system. As zinc is freely released in late endosomes and lyso-
somes, to even higher levels than in the early endosomal
compartment, we hypothesized that nonpathogenic microbes
that are readily killed by macrophages might become even
more susceptible in the absence of their zinc efflux systems.
We tested this hypothesis by infecting human macrophages
with either a nonpathogenic strain of E. coli or an E. coli mutant
with an inactivated P1B-type zinc efflux ATPase ZntA (Helbig
et al., 2008a, 2008b). As observed with M. tuberculosis, E. coli
infection led to a burst of free zinc in infected macrophages
(Figures 6A and 6B), some of which reached the E. coli phagoly-
sosomes (Figure 6C). In addition, live imaging of FluoZin-3 in
infected cells revealed FZ3-positive vesicular structures traf-
ficking to and contacting FZ3-positive phagosomes (Movie
S1). As predicted, the zntA null mutant of E. coli was killed faster
than the wild-type strain by human macrophages (Figure 6D),
and awild-type phenotype was restored by genetic complemen-
tation (Figure 6E). Thus, zinc accumulation in phagolysosomes
contributes to microbial control by macrophages.
DISCUSSION
This study illustrates how a parallel transcriptional survey
between an intracellular microbe and its host cell may provide
substantial insights into microbe physiology and host de-
fenses. In the case of M. tuberculosis, our transcriptional anal-
ysis showed that, when engulfed by human macrophages, the
bacillus faces a burst of free zinc, released in both early and
late endosomal compartments, which reaches the mycobacte-
rial phagosome. Such waves of free zinc are not observed in
the presence of an inhibitor of the NADPH-dependent phagocyte
oxidase, the enzyme involved in generating oxygen species. The
zinc released in the cell therefore probably originates from the
dissociation of intracellular Zn2+-MT complexes under oxidative
conditions. MTs are thought to be mostly cytosolic proteins in
eukaryotic cells (Maret, 2000), and the pumping of zinc into
intracellular vesicles after its dissociation from Zn2+-MT
complexes has been proposed as a general mechanism of cell
protection from zinc toxicity (Lichten and Cousins, 2009). Thised with DsRed-expressing M. tuberculosis (red), fixed, and stained with FZ3 is
other macrophage (F). Scale bar is either 10 mm (E) or 1 mm (F). Representative
(G).
after 2, 4, and 24 hr infection. The mean percentage (±SD) of FZ3-positive
; data are representative of three independent experiments.
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Figure 3. Expression of the Gene Encoding the M. tuberculosis
Metal Cation-Transporting P-Type ATPase CtpC Is Induced by Zinc
(A) Transcriptional profile analysis. mRNA levels (in arbitrary units) of the genes
most strongly induced by zinc treatment in M. tuberculosis as revealed by
microarray analysis. Bacteria were incubated with 0, 50, or 500 mM ZnSO4 in
Sauton medium for 4 hr. Bacterial RNA was prepared for subsequent micro-
array analysis. The data shown are means ±SD of duplicate experiments and
were analyzed with Student’s t test; *p < 0.05.
(B) RT-qPCR analysis of the expression of theM. tuberculosis ctp genes upon
exposure to zinc. Bacteria were incubated with 0 or 500 mM ZnSO4, and RNA
extracted and treated as in (A). The data shown are mean ±SD of a triplicate
experiment measuring ctp expression, normalized with respect to sigA, in
zinc-treated bacteria, relative to untreated bacteria. Data are representative of
at least two independent experiments.
(C) RT-qPCR analysis of ctpC expression following the exposure of
M. tuberculosis to various divalent metal cations. Bacteria were left untreated
or were incubated with 500 mM ZnSO4, 200 nM CdSO4, 500 mM CuSO4, or
200 mMNiSO4 in Sauton medium for 4 hr. The data are shown as in (B) and are
representative of two independent experiments.
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into the endosomal-lysosomal pathway. The human genome
encodes ten zinc transporters (ZnT1-10/SLC30A1-10) capable
of transporting zinc to the outside of the cell across the plasma
membrane (ZnT1/SLC30A1) or in vesicles (Lichten and Cousins,
2009). It remains unclear whether and which ZnTs are involved in
zinc accumulation in the endosomal-lysosomal pathway in
macrophages upon phagocytosis.
Our results are consistent with those of an earlier study in
which the concentrations of several metal ions were measured
in mycobacterial vacuoles in murine macrophages (Wagner
et al., 2005). The authors of this study reported an increase
in phagosomal zinc concentration by a factor of almost 10,
from 37 to 459 mM, between 1 and 24 hr postinfection. This
increase would be sufficient to induce ctpC transcription in
M. tuberculosis, as we have shown in this study. In the presence
of excess free zinc, only a limited number of M. tuberculosis
genes are induced, essentially the putative P1B-type ATPase-
encoding gene ctpC and its cognate putative metallochaper-
one-encoding geneRv3269. We have not formally demonstrated
that CtpC is a zinc efflux pump in M. tuberculosis, but
this appears to be the case, since (1) it is phylogenetically
related to zinc P1B-type ATPases, (2) its expression is induced
upon exposure of bacilli to zinc, (3) a ctpC null mutant of
M. tuberculosis accumulates zinc in a specific and uncontrolled
manner, and (4) this mutant is highly sensitive to zinc. The exact
mechanism by which the CtpC/Rv3269 couple may export
zinc is currently under study. In fact, CtpC is required for the
intracellular replication of M. tuberculosis, and the exact mode
of mycobacterial killing by free zinc remains unknown. Although
essential at low concentrations, zinc, like other heavy metals, is
known to be toxic at high concentrations and to have pleiotropic
effects on living organisms (Plum et al., 2010). For example, it is
possible that, at high concentrations, zinc replaces other metal
ions, such as copper, in a number of essential enzymes, leading
to bacterial cell death. Zinc may also impair bacterial ATP gener-
ation by inhibiting the activity of cytochromes (Beard et al.,
1995). Although we have not formally demonstrated that zinc
uptake is required for zinc to be toxic to bacteria, it isworth noting
that bacterial death correlates with increased cytosolic free zinc
in our experiments (Figures 4 and 5). The exact mechanism(s)
of zinc penetration into the bacteria, and of bacterial killing by
free zinc, still remains to be fully understood.
In vivo experiments in immuno-competent or -deficient
animals did not allow us to show signs of attenuation for the
ctpC null mutant (Figure S6). This result was somehow
surprising, and to a certain extent disappointing, but we think
that there may be reasons for that. First, some compensation
mechanism, for instance mediated by other Ctp proteins, may
couteract ctpC deficiency; this may be addressed usingmutants
inactivated in several P-type ATPases, wich is ongoing in the
laboratory. Second, we have used here high-dose challenge
models (with inoculum sizes of up to 5000 CFUs). We may be
able to detect an attenuation phenotype for the ctpC mutant in
low-dose models (50–100 CFUs), or in other animal models,
which is also ongoing in our laboratory. Last, it must be under-
lined here that zinc trafficking inside eukaryotic cells may be
highly dependent on the cell type under consideration. For
instance, TCR activation of T lymphocytes has been reportedsevier Inc.
Figure 4. CtpC Is Involved in Zinc Efflux in M. tuberculosis
(A) Intrabacterial zinc content inM. tuberculosiswild-type and a ctpC null mutant.M. tuberculosiswild-type (GC1237) or a ctpC null mutant (ctpC::KanR) was left
untreated or incubated with 0.1 mM ZnSO4 for 1 hr at 37
C, washed twice in PBS, heat inactivated, and the bacterial pellets processed for ICP-MS analysis. The
data shown are the means ±SD of intrabacterial zinc concentration expressed as nanograms Zn per grams of bacterial extract in one representative experiment
performed in duplicate, out of two independent experiments.
(B) Distribution of zinc crystals within macrophages and intraphagosomal bacilli. At selected times postinfection (p.i.) with M. tuberculosis, macrophages were
treated for capturing of zinc ions by the AMG technique. Cells were then processed for EM observation. The zinc crystals formed during this procedure appeared
as small dense deposits. Panels 1–3, intracellular localization of zinc crystals. The zinc crystals accumulated within mitochondria (M), along the inner face of the
nuclearmembrane (NMb) over the dense chromatin (panel 1), within lysosomes (L) but not in theGolgi (G) (panel 2), and also along the plasmamembrane (PM) and
the inner face of the phagosome membrane (PhM) (panel 3). Panels 4–7, localization of zinc crystals in intraphagosomal mycobacteria. Zinc was concentrated in
three distinct parts of the Mycobacterium, i.e., on the outer surface (arrows in panel 4), in between the electron translucent layer of the cell wall and the cyto-
plasmic membrane (arrows in panel 5), and in the cytoplasm (arrows, panels 6 and 7) of live (panel 6) and dead (panel 7) bacilli. In panels 5 and 6, zinc crystals are
also observed on the outer surface of the Mycobacterium. Scale bar, 0.5 mm.
(C) Zinc distribution in wild-type and ctpC null mutantM. tuberculosis strains harbored in human macrophage phagosomes. Human macrophages were infected
with either wild-typeM. tuberculosis or its ctpC null mutant counterpart. At 4 and 24 hr p.i., cells were processed as in (B). Bacilli were scored for the presence of
zinc at either the outer surface, the cell wall, or the cytoplasm. Quantitations were made on 100–150 bacilli per sample and in two independent experiments.
Shown is the mean percent of zinc precipitate localization in one representative out of two experiments.
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Figure 5. CtpC Is Involved in Zinc Detoxification and Contributes to
the Intracellular Survival of M. tuberculosis
(A) Differential sensitivity of M. tuberculosis wild-type and the ctpC null
mutant to free zinc. M. tuberculosis wild-type (GC1237), a ctpC null mutant
(ctpC::KanR), or the cosmid-complemented strain (I437) was allowed to
grow in 7H9-ADC medium containing 0.1 mM ZnSO4 or without zinc
supplementation (Control). Bacterial growth was monitored by turbidity
measurement (McFarland units). The data are representative of three inde-
pendent experiments.
(B) Differential sensitivity of M. tuberculosis wild-type and the ctpC null
mutant to free zinc. M. tuberculosis wild-type (GC1237), a ctpC null mutant
(ctpC::KanR), or the cosmid-complemented strain (I437) were allowed to grow
in 7H9-ADC medium containing 0.5 mM ZnSO4 or without zinc supplemen-
tation (Control). Bacterial growth was monitored by plating on agar and
counting CFU. The data are representative of two independent experiments.
(C) Differential ability of M. tuberculosis wild-type and the ctpC null mutant to
replicate in human macrophages.M. tuberculosis wild-type (GC1237), a ctpC
null mutant (ctpC::KanR), or a plasmid-complemented strain (CP) was used to
infect human macrophages at a multiplicity of infection of one mycobacteria
per ten cells. After 4 hr, cells were washed and incubated in fresh medium for
5 days. The data shown are means ±SD of intracellular CFU counts in an
experiment carried out in triplicate and analyzed with Student’s t test. *p <
0.05; NS, not significant. The data are representative of three independent
experiments.
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through the zinc transporter ZIP8/SLC39A8 (Aydemir et al.,
2009), and extracellular zinc influx through the zinc transporter256 Cell Host & Microbe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 ElZIP6/SLC39A6 (Yu et al., 2011); likewise, TLR4 stimulation of
dendritic cells has been reported to decrease cytosolic free
zinc, and affect their maturation (Kitamura et al., 2006). By
contrast, FcR-mediated activation of mast cells has been
reported to induce a burst or ‘‘wave’’ of free zinc in the cytosol,
and this was shown to influence the ability of these cells to
secrete cytokines (Yamasaki et al., 2007). In this context, under-
standing the mechanism of zinc release in macrophages, and
whether this influences the immune capacities of these cells,
may reveal aspects of the cell biology of zinc. In addition, this
may explain the discrepancy between our results in vitro with
human macrophages, and our results in vivo in mice.
The intracellular release of free zinc is not restricted to the
phagocytosis of mycobacteria, as it also occurs when macro-
phages engulf other microbes, such as E. coli. In this case,
zinc accumulates in maturing phagolysosomes, probably contri-
buting to microbial killing because a mutant of E. coli with an
inactivation of the well-characterized zinc efflux P1B-type
ATPase ZntA is killed faster in macrophages than its wild-type
counterpart. These results suggest that microbial poisoning by
free zinc may constitute a mechanism used by macrophages,
and possibly other phagocytes, to constrain microbes after their
phagocytosis, thereby facilitating their clearance.
The intracellular poisoning of microbes by heavy metals in
immune cells may also involve other ions, such as copper. One
recent report showed that the copper transporter ATP7A medi-
ates intracellular killing of E. coli (White et al., 2009). Intracellular
poisoning with free copper may also occur in mycobacterial
infections, because ctpV, a putative copper exporter-encoding
gene, is induced in intracellular M. tuberculosis (Graham
and Clark-Curtiss, 1999; Tailleux et al., 2008), and because
M. tuberculosismutants with inactivations of CtpV or of the puta-
tive outer membrane copper channel MctB/Rv1698 display
altered virulence patterns in vivo (Ward et al., 2010; Wolschen-
dorf et al., 2011). It remains to be evaluated whether and how
free copper can reach microbial vacuoles within macrophages.
Our findingsmay have various implications for treatment. First,
CtpC and other P-type ATPases, along with their putative func-
tional partners, are potentially interesting targets for discovering
treatments against mycobacteria and other microbes. Second,
in the event that there is compensation between different Ctp
proteins, M. tuberculosis strains deficient in multiple P-type
ATPases may be attenuated enough to constitute promising
live vaccine candidates for use as replacements for BCG. Third,
understanding zinc homeostasis on a cell type per cell type basis
may provide means to manipulate the overall immune system
response for the benefit of the patient.
Rather than to serve as a contradiction to the NRAMP model
that predicts vertebrate exploitation of bacterial requirement
for transition metals (e.g., iron) by sequestering these elements,
we propose zinc intoxication as an alternative and dynamic use
of this metal by host cells, whichmay be tailored for the benefit of
the patient. Indeed, our results and working model raise the
question of micronutrient supplementation in patients with TB
or other infections. Several clinical trials have been conducted
to evaluate whether zinc supplementation, generally in conjunc-
tion with vitamin A, can help to accelerate classical antitubercu-
lous drug treatments. These studies have generated conflicting
results (Green et al., 2005; Karyadi et al., 2002). The beneficialsevier Inc.
Figure 6. Zinc Accumulates in Classical Phagolysosomes and Contributes to Pathogen Killing
(A) Labeling of free zinc in macrophages. Human macrophages were left uninfected (left panel) or infected for 30 min with E. coli (W3110) at a multiplicity of
infection of five bacteria per cell (middle and right panels), in the absence (left andmiddle panels) or presence (right panel) of the zinc-chelating agent TPEN. Cells
were fixed and stained with the zinc-specific fluorescent probe FluoZin-3 (FZ3, green), and the plasma membrane was stained with the lectin marker WGA (red).
Scale bar, 40 mm.
(B) FZ3 signal quantification (in arbitrary units) from 25 cells randomly chosen from three fields as in (A). Data are shown as in Figure 2B.
(C) FZ3 staining of an E. coli-containing phagolysosome. A macrophage infected with Crimson-expressing E. coli (red), fixed and stained with FZ3, is shown.
Scale bar, 10 mm.
(D and E) Differential killing of E. coliwild-type and the zntA null mutant (D) or together with the complemented strain (zntA::Cm/zntA, E) by human macrophages.
E. coli wild-type (W3110) or a zntA null mutant (zntA::Cm) was used to infect human macrophages at a multiplicity of infection of one bacterium per cell. After
0.5 hr, cells were washed and further incubated in fresh medium. After 1, 2, and 4 hr of infection, cells were lysed and cell lysates were plated onto agar for CFU
scoring. The data shown are the means ±SD of intracellular E. coliCFU ratios, relative to CFU contents at 0.5 hr, in a triplicate experiment analyzed with Student’s
t test. *p < 0.05; **p < 0.01. All experiments were performed independently at least two times, and a representative experiment is shown.
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uals with low serum zinc concentrations, or may depend on
the individual genetic background concerning zinc metabolism.
In conclusion, our results suggest that an intact zinc resistance
system is necessary, but not sufficient, for intracellular parasitism
by pathogenic mycobacteria. The presence of the ctpC gene in
all mycobacteria, including harmless environmental species,
strongly suggests that CtpC may represent a model example of
so-called ‘‘exaptation,’’ as defined by S.J. Gould (Gould and
Vrba, 1982), with M. tuberculosis using an ancient system of
resistance to environmental metal poisoning present in its
numerous soil-dwelling ancestors as an incidental solution to
the modern problem of intracellular survival in eukaryotic phago-Cell Host & Mcytes. Additional studies are required to improve our understand-
ing of the role of zinc and other heavy metals in innate immu-
nity to mycobacteria and other microbes, and to evaluate the
extent to which the manipulation of such sophisticated cellular
mechanisms of antimicrobial defense can be transferred into
clinical practice for the benefit of patients and the community.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cells and Bacteria
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by centrifugation
on a Ficoll gradient, washed, counted, and dispensed into 24-well plates in
RPMI-1640 medium (GIBCO, Invitrogen) at a density of 2 3 106 cells/well.
Monocytes were purified by cell adherence to the plastic after 24 hr at 37Cicrobe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 257
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AB serum and 20 ng/ml human macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF, Miltenyi Biotec) for differentiation into macrophages.
Mycobacteria were grown in Middlebrook 7H9 culture medium (Difco)
supplemented with 10% albumin-dextrose-catalase (ADC, Difco), 0.05%
Tween-80 (Sigma) in Sauton’s medium supplemented with 0.05% Tween 80,
or on Middlebrook 7H11 agar (Difco) supplemented with 10% oleic acid-
ADC (OADC, Difco). See the Supplemental Experimental Procedures for
more details.
Construction of the M. tuberculosis ctpC Mutant
and Complemented Strains
A ctpC/Rv3270mutant ofM. tuberculosisGC1237 (Caminero et al., 2001) con-
taining a disrupted ctpC::KanR allele was constructed by allelic exchange
using the pPR23 plasmid, according to a procedure described elsewhere
(Pelicic et al., 1997). See the Supplemental Experimental Procedures for
more details.
Metal Quantification
Total zinc, copper, nickel, and cadmium were quantified in dried bacterial
pellets by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS, Antellis,
Toulouse, France). Briefly, samples (0.3 g) were mineralized in teflon vials
with pure HNO3 (67%–69%) and H2O2 (36%) at 90
C for 24 hr. After dilution,
samples were analyzed by ICP-MS (serie X2; Thermo Electron). The isotopes
used in this study were as follows: 66Zn and 68Zn for total zinc quantification,
63Cu and 65Cu for total copper quantification, 60Ni and 62Ni for total nickel
quantification, and 111Cd and 114Cd for total cadmium quantification. The
four-point calibration curves used for quantification were obtained by dilution
of a certified reference material (Inorganic Ventures). Detection limits of the
method were 20 ng/g for Zn, 2 ng/g for Cu, 0.5 ng/g for Ni, and 0.05 ng/g
for Cd.
Macrophage Transfection
We used a Neon MP 5000 electroporation system (Invitrogen) for transient
expression of RFP-tagged proteins in human macrophages. The experiments
were performed in accordance with the manufacturer’s instructions, with the
following parameters: 1000 V, 40 ms, two pulses, and 1 mg of DNA for 2 3
105 cells. Cells were used within 24 hr of transfection.
Confocal Microscopy
For visualization of free zinc, fixed cells were incubated for 1 hr with the cell
permeant reagent FZ3 (Invitrogen) at a final concentration of 1 mM in PBS.
Images were observed with a LSM710 microscope equipped with a 403
1.30 NA objective (Carl Zeiss, Inc.), recorded with Zen software (Carl Zeiss,
Inc.), and analyzed with ImageJ software. See the Supplemental Experimental
Procedures for more details.
AMG Silver Enhancement and Processing for Electron Microscopy
The procedure as described here is a modification of the method described by
Stoltenberg et al. (Stoltenberg et al., 2005) that had been used for 1–2mm thick
slices of tissue. See the Supplemental Experimental Procedures for more
details.
Mouse Infection
Six- to eight-week-old female Balb/c or SCID mice were anesthetized with
a cocktail of ketamine (100 mg/kg; Merial) and xylasine (15 mg/kg; Bayer)
and infected intranasally with5000CFUs of the variousmycobacterial strains
(see text) in 25 ml of saline/0.01% Tween 80. After 1, 21, and 42 days, Balb/c
mice were sacrificed by cervical dislocation, and lung homogenates were
plated onto agar for CFU scoring. See the Supplemental Experimental Proce-
dures for more details.
qPCR and Microarray Analysis
Eukaryotic RNA was extracted with the RNeasy mini kit (QIAGEN). Mycobac-
terial RNA was extracted with a modified version of the RNeasy mini kit
protocol. For RT-qPCR, cDNA was synthesized with the SuperScript First-
Strand Synthesis System Kit (Invitrogen) and random hexamer primers. We
performed qPCR in a final volume of 25 ml, with a sequence detection system258 Cell Host & Microbe 10, 248–259, September 15, 2011 ª2011 El(model ABI Prism 7300; Applied Biosystems) and Power SYBR-Green PCR
mastermix (Applied Biosystems). See the Supplemental Experimental Proce-
dures for more details.
Statistical Analysis
All experiments performed at least in triplicate were analyzed using the
Student’s t test, eventually corrected (Welch’s formula) when variances
differed between the two samples, according to the F test.
SUPPLEMENTAL INFORMATION
Supplemental Information includes six figures, two tables, one movie, Supple-
mental Experimental Procedures, and Supplemental References and can be
found with this article online at doi:10.1016/j.chom.2011.08.006.
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Figure S1. The expression of several M. tuberculosis metal cation-transporting P-type 
ATPases and related genes is induced in host phagocytes 
(A) Transcriptional profile analysis. Red-blue density display showing the expression ratio of 
M. tuberculosis metal cation-transporting P-type ATPase-encoding genes (ctpA-J & ctpV) at 
1, 4 or 18 h in macrophages relative to aerobic growth in vitro, as described in microarray 
analysis by Tailleux et al. (Tailleux et al., 2008). Genes are ordered in rows, conditions as 
columns. Red indicates genes induced in intracellular conditions with respect to aerobic 
growth conditions (fold change); blue indicates repression in intracellular conditions. 
(B) Molecular phylogeny of the P-type ATPases across M. tuberculosis and 23 other bacterial 
species. The molecular phylogeny of all predicted M. tuberculosis P-type ATPases and of 23 
well characterized P-type ATPases from other bacterial species was explored with the 
Phylogeny.fr interface (Dereeper et al. 2008 & Dereeper et al. 2010). Subgroups and metal 
specificity are indicated as in a previous study (Arguello et al. 2007). St, Salmonella 
typhimurium; Syn.cy, Synechocystis; Hal, Halobacterium; Ec, Escherichia coli; Hp, 
Helicobacter pylori; Bs, Bacillus subtilis; Pa, Pseudomonas aeruginosa; Sa, Staphylococcus 
aureus; Lm, Listeria monocytogenes; Eh, Enterococcus hirae; Aa, Aquifex aeolicus; Pf, 
Pyrococcus furiosus; Syn.cc, Synechococcus. 
(C) Illustration depicting the genetic organization of the M. tuberculosis metal cation-
transporting P-type ATPase-encoding genes ctpC (Rv3270), ctpG (Rv1992c), ctpF (Rv1997) 
and ctpV (Rv0969). Genes encoding putative metal chaperones (Rv3269, Rv1993c and 
Rv0968) and metal-responsive transcriptional regulators (cmtR/Rv1994c and csoR/Rv0967) 
are shown. 
(D) Transcriptional profile analysis. Red-blue density display showing the expression ratio of 
M. tuberculosis genes related to the metal cation-transporting P-type ATPase-encoding genes 
ctpC, ctpG and ctpV at 1, 4 or 18 h in and macrophages relative to aerobic growth in vitro, as 
described in microarray analysis by Tailleux et al. (Tailleux et al., 2008). Genes are ordered 
in rows, conditions as columns. Red indicates genes induced in intracellular conditions 
relative to aerobic growth conditions (fold change); blue indicates repression. 
 Figure S2. FZ3 staining of M. tuberculosis-infected macrophages 
(A) Quantification (in arbitrary units) of the FZ3 signal of human macrophages before and 
after M. tuberculosis infection, in the presence of various chelators. Human monocyte-derived 
macrophages were infected for 4 h with M. tuberculosis at a multiplicity of infection of 5 
mycobacteria per cell in the presence of 20 µM zinc-, iron-, calcium/magnesium-, 
extracellular zinc-, copper- or manganese-chelating agents (TPEN, BPY, EDTA, DTPA, 
TTM or PAS, respectively). After infection, cells were fixed and stained with FZ3. The data 
show means±s.d. of the FZ3 signal measured from ~20 cells and were analyzed with 
Student’s t-test. ***, P<0.001 ; ns, not significant. 
(B) Quantification (in arbitrary units, as in A) of the FZ3 signal of human macrophages before 
and after M. tuberculosis infection, in the presence of the NADPH-oxidase inihibitor 
apocynin (APO). 
Experiments shown in (A) and (B) are representatives of at least two independent 
experiments. 
 Figure S3. Generation and characterization of the ctpC-null mutant 
(A) A schematic representation of the genetic organization of the putative Rv3269-ctpC 
operon. The position of the oligonucleotides (P1-4) used for PCR validation and the expected 
size of the resulting amplicons are shown. 
(B) PCR analysis of the ctpC-null mutant, with the primers shown in (A). 
(C) Metal content of the ctpC-null mutant. M. tuberculosis wild-type (GC1237) or the ctpC-
null mutant (ctpC ::KanR) was left untreated (before Zn pulse) or incubated with 0.1 mM 
ZnSO4 (after Zn pulse) for 1 h at 37°C, washed twice in PBS, heat-inactivated and the 
bacterial pellets were processed for ICP-MS analysis. The data shown are the means±s.d. of 
intrabacterial nickel, copper and cadmium concentrations (ng/g) in one experiment performed 
in duplicate. 
 
Figure S4. Morphological appearance of, and zinc distribution in human macrophages 
infected with M. tuberculosis. Thin sections of human macrophages infected with M. tb 
were processed at 4hr p.i. either according to a conventional EM procedure (A) or to the 
AMG procedure (B). A) In control cells fixed according to the normal procedure for 
conventional electron microscopy, free zinc ions are too small to be visualized. As a 
consequence the organelles cited above are all free of electron dense deposits. In contrast, the 
fixation conditions are such that all the membranes can be well visualized. In such conditions, 
all the bacilli were found to reside within membrane-bound phagosomes (arrows). B) Free 
intracellular zinc ions were captured by fixing cells with 2.5% glutaraldehyde in presence of 
0.1% sodium sulfide. This induced the formation of zinc sulfur nanocrystals that were further 
enhanced with silver by the AMG method. On this general view, the small dense precipitates 
corresponding to the free zinc ions formed during this procedure can be seen within 
mitochondria (M), lysosomes (Ly) and also in an M. tb-containing phagosome (Ph) in which 
they are located between the outer surface of the mycobacterium and the phagosome 
membrane. Due to the AMG procedure, the cell ultrastructure, and more especially the 
membrane of the different cellular organelles, including phagosomes, lacks definition, and is, 
therefore, usually difficult to visualize. Scale bar= 0.5µm. 
 
 Figure S5. Additional phenotypic characterization of the M. tuberculosis ctpC-null 
mutant. 
(A) Differential sensitivity of M. tuberculosis wild-type and the ctpC-null mutant to free zinc. 
M. tuberculosis wild-type (GC1237) or the ctpC-null mutant (ctpC ::KanR) was allowed to 
grow in 7H9-ADC medium containing 0.1, 0.25 or 0.5 mM ZnSO4, or without zinc 
supplementation (Control). At various times, bacterial growth was monitored by turbidity 
measurement (McFarland units). 
(B) FZ3 staining of the M. tuberculosis ctpC-null mutant phagosome, and analysis by 
confocal microscopy. One macrophage infected with the M. tuberculosis ctpC-null mutant 
stained with TRITC (red), fixed and stained with FZ3 (green) is shown. Scale bar, 10 µm. 
 Figure S6. The ctpC-null mutant is not attenuated in vivo in mice. 
 (A) Balb/c mice were infected intranasally with ~5,000 CFUs of M. tuberculosis wild-type 
(GC1237) or the ctpC-null mutant. At day 1, 21 and 42 after infection, mice were sacrificed 
and lung homogenates were plated onto agar for CFU scoring. Each circle corresponds to one 
animal. 
 (B) Immuno-deficient SCID mice were infected intranasally with ~5,000 CFUs of M. 
tuberculosis wild-type (GC1237), the ctpC-null mutant or its complemented strain, and 
survival was monitored over time. Data shown in (A) and (B) correspond to one 
representative experiment out of two independent experiments. 
LEGEND TO SUPPLEMENTAL MOVIE 
Movie S1. Time-lapse fluorescence microscopy of FZ3 staining of E. coli vacuoles in a 
human macrophage. 
Human macrophages were infected at a MOI of 10, stained without fixation with FZ3, and 
observed lived by confocal microscopy. Arrowheads point to FZ3 vesicular structures 
contacting FZ3-positive phagosomes. Accelerated 75 times. 
SUPPLEMENTAL TABLES 
Table S1. Significant features of the zinc stress response following exposure of 
M. tuberculosis to high concentrations of zinc (0.5 mM), as revealed by 
microarray analysis 
Gene name 
Fold change 
(Zn vs. no Zn)1 P value
 
Putative function2
cadI 5.51 0.043 Cadmium-inducible protein 
ctpC 4.42 0.028 Metal cation-transporting P-type ATPase 
Rv2642 4.13 0.043 Transcriptional regulator, arsR-family 
Rv3269 3.83 0.055 Conserved hypothetical protein 
Rv1993c 3.82 0.043 Conserved hypothetical protein 
arsC 3.38 0.043 Arsenic-transporting membrane protein 
cysK2 3.12 0.029 Cysteine synthase A 
ctpG 2.18 0.095 Metal cation-transporting P-type ATPase 
PPE27 0.50 0.024 PPE family protein 
tpx 0.49 0.094 Thiol peroxidase 
accA3 0.49 0.023 
Bifunctional acetyl-/propionyl-coenzyme A 
carboxylase alpha chain 
Rv0799c 0.47 0.060 Conserved hypothetical protein 
gltA1 0.47 0.024 Citrate synthase I 
Rv2160c 0.44 0.091 Conserved hypothetical protein 
TB18.6 0.44 0.091 Conserved hypothetical protein 
Rv3847 0.43 0.014 Hypothetical protein 
Rv0760c 0.42 0.091 Conserved hypothetical protein 
Rv0079 0.42 0.091 Hypothetical protein 
Rv2005c 0.42 0.043 Conserved hypothetical protein 
mmpL3 0.40 0.100 Transmembrane transport protein 
thiD 0.39 0.029 Phosphomethylpyrimidine kinase 
Rv3127 0.32 0.014 Conserved hypothetical protein 
Rv2626c 0.32 0.060 Conserved hypothetical protein 
Rv0097 0.31 0.024 Oxidoreductase 
Rv1738 0.27 0.034 Conserved hypothetical protein 
esxD 0.18 0.014 Esat-6-like protein 
1. Only genes with a fold change >2 or <0.5 are shown. 
2. Function is given according to TubercuList (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/). 
Table S2. List of oligonucleotides used in the study 
Name sequence 
ctpCKOFd 5’-GTTTAAACTCGTTGGTGCAGGTGGCCAATC-3’
ctpCKORv 5’-GTTTAAACTCGGATCCGTCGCGTTGAC-3’ 
P1 5’- TCGGCGTCACCGACTATGCGACC-3’
P2 5’- GCGCGCGATGACCATGTTGTTG -3’ 
P3 5’-ATCGCGGCCTCGAGCAAGACG-3’
P4 5’- CTGGCGGCATAGGCCAGCACT-3’ 
ctpA-Fd  5’-CACCGTCAAACTCAACATGG-3’
ctpA-Rv  5’-CAAGCTGTTTGAGACCACGA-3’ 
ctpB-Fd 5’-TGTGACCGTCTTCGTTCTTG-3’ 
ctpB-Rv  5’-CTCGCCGGTATCACTAGCTC-3’ 
ctpC-Fd 5’-TCACCATTTTCACCGGGTAT-3’ 
ctpC-Rv  5’-‘GATGTTGAGCAACCACAGGA-3’ 
ctpD-Fd  5’-CCGAGCAGAAGGTTGAAGTC-3’ 
ctpD-Rv  5’-AGTTCGTCCCGTATGGTCAC-3’ 
ctpE-Fd  5’-CCGTGAAACGCTGGATTATT-3’ 
ctpE-Rv 5’-ACGGCCAAAACTGGTGTAAG-3’ 
ctpF-Fd  5’-CCGAACTCGGTGAGATTCAT-3’ 
ctpF-Rv 5’-GATGGCGATGGTCAGAAACT-3’ 
ctpG-Fd  5’-AGTTCACCGAGGTCATCGTC-3’ 
ctpG-Rv  5’-AGTCCGATCAGGTGTCTTGG-3’ 
ctpH-Fd  5’-GGTGCTCACCGGAAACTCTA-3’ 
ctpH-Rv  5’-ACTTCGATGTACCTCGGCTG-3’ 
ctpI-Fd  5’-CTGTCCTACGAACCGGTGAT-3’ 
ctpI-Rv  5’-AGTAGCGCGTCGATATTGCT-3’ 
ctpJ-Fd  5’-GATGACCTGACCACCATTCC-3’ 
ctpJ-Rv  5’-CATTGAGTCCGACGATGATG-3’ 
ctpV-Fd  5’-GCAGGACAAGGTAGCTGAGG-3’ 
ctpV-Rv 5’-GACATTAGCGTGATGTCGGA-3’ 
Rv3269-Fd 5’- TGGCGATACAAGTGTTCTTGGCG-3’ 
Rv3269-Rv 5’-ACGTCGGCCACCTTTAGGCGG-3’ 
SigA-Fd  5’-CTCGACGCTGAACCAGACCT-3’ 
SigA-Rv  5’-AGGTCTTCGTGGTCTTCGTC-3’ 
MTF1-Fd 5’-ATTGAAGGTGCAACCCTCACT-3’ 
MTF1-Rv 5’-CAAAGGTGTACTCTCCTCGGT-3’ 
MT1-Fd 5’-ATGGACCCCAACTGCTCCTG-3’ 
MT1-Rv 5’-TCAGTCGCAGCAGCTGCAC-3’ 
MT2-Fd 5’-ATGGATCCCAACTGCTCCTG-3’ 
MT2-Rv 5’-TCAGGCGCAGCAGCTGCAC-3’ 
Znt1-Fd 5’-CCCCGCAGACCCAGAAAAC-3’ 
Znt1-Rv 5’-GTTGTCCAGCCCTATCTTCTTC-3’ 
HPRT-Fd 5’-CTCATGGACTGATTATGGACAGG-3’ 
HPRT-Rv 5’-GCTGACCTGCTGGATTACATTAA-3’ 
 
SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Cells and bacteria 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from healthy blood donors 
(Etablissement Français du Sang, EFS, Toulouse). Written informed consent to obtained 
human blood was obtained from the donors, under EFS contract no. 
21/PVNT/TOU/IPBS01/2009-0052. In accordance with articles L1243-4 and R1243-61 of the 
French Public Health Code, the contract was approved by the French Ministry of Science and 
Technology (agreement no. AC 2009-921).  
The M. tuberculosis ctpC mutant was grown in the presence of 25 µg/ml kanamycin. The 
complemented mutant strains were grown in the presence of 25 µg/ml hygromycin plus 
kanamycin. E. coli strains were grown in LB medium. The E. coli zntA mutant and 
complemented strain (Helbig et al., 2008a; Helbig et al., 2008b) were obtained from Dr D.H. 
Nies (Molecular Microbiology, Institute for Biology/Microbiology, Martin-Luther-University, 
Halle-Wittenberg, Germany), and were grown in the presence of chloramphenicol (20 µg/ml) 
or ampicillin (100 µg/ml) and chloramphenicol, respectively. 
Plasmids and reagents 
The plasmids encoding mRFP-Rab5 and Lamp1-RFP were obtained from Addgene; the 
plasmid encoding cathepsin D-RFP was kindly provided by Dr. F. Darchen (Institut de 
Biologie Physico-Chimique, Paris, France). The pE2-Crimson plasmid was purchased from 
Clontech. All the following reagents were purchased from Sigma-Aldrich and used as 
indicated in the text: N,N,N’,N’-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN), 4-
aminosalicylic acid (PAS), diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), ammonium 
tetrathiomolybdate (TTM), 2,2’-bipyridyl (BPY), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 
apocynin. 
Construction of the M. tuberculosis ctpC mutant and complemented strains 
Briefly, a DNA fragment overlapping the ctpC gene was amplified by PCR from genomic 
DNA with the oligonucleotides ctpCKOFd and ctpCKORv (Table S2). It was inserted, after 
the insertion of a pACYC177 (New England Biolabs)-derived kanamycin resistance cassette 
(KanR), into the unique XhoI restriction site of pPR23. The resulting plasmid was transferred 
by electroporation into M. tuberculosis, and an allelic exchange at the ctpC locus was 
screened by PCR analysis of the genomic DNA from several kanamycin- and sucrose-
resistant colonies, with the following primers: P1, P2, P3 and P4 (Table S2 and Figure 
S3A,B). One M. tuberculosis clone with a pattern corresponding to the disruption of ctpC was 
selected and named ctpC::KanR. A complemented strain was obtained by electroporation of 
the ctpC::KanR mutant with a pYUB412-derived cosmid (Bange et al., 1999), MTCI437, 
which carries a 38-kb DNA fragment covering the 3645-3683 kb genomic region of M. 
tuberculosis H37Rv and the hygromycin resistance cassette. Another complemented strain 
was obtained by cloning ctpC in the plasmid pMIP12 (Le Dantec et al., 2001) carrying the 
hygromycin resistance cassette instead of the kanamycine resistance cassette. For TRITC 
staining of the bacteria, M. tuberculosis ctpC-null mutant was incubated in 0.01% 
tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC, Sigma) in 0.1 M sodium carbonate buffer (pH 
9), 150 mM NaCl, during 30 minutes at room temperature, then washed three times in PBS 
and used for macrophages infection. 
Macrophage infection 
For infection, macrophages were incubated with bacteria in RPMI-10% AB serum at various 
multiplicities of infection and for various times (see text). For bacterial survival experiments, 
infected cells were washed after 4 h (mycobacteria) or 30 min (E. coli) with phosphate-
buffered saline (PBS, without Ca2+ or Mg2+, GIBCO Invitrogen) to remove extracellular 
bacteria, and were then incubated in fresh medium. At the indicated time points, cells were 
lysed with 500 µl of 0.1% Triton X-100 in sterile water, and viable intracellular bacteria were 
counted by plating serial dilutions of the lysates onto Middlebrook 7H11 agar-10% OADC 
(mycobacteria) or LB-agar (E. coli) medium. For confocal microscopy experiments, after the 
indicated time, cells were washed with PBS and fixed by incubation in 4% methanol-free 
paraformaldehyde (PFA, Polysciences Inc.) in PBS for 1 hour at room temperature. 
Confocal microscopy 
For MTF1 labeling, cells were permeabilized by incubation with 0.2% saponin in PBS for 5 
minutes, then incubated with a primary antibody against MTF1 (SantaCruz Biotechnology) in 
0.05% saponin-2% fetal bovine serum (FBS) in PBS for 1 h, then washed 3 times in PBS. 
Cells were then incubated with a goat anti-rabbit IgG (H+L) secondary antibody coupled to 
Alexa Fluor 488 (Invitrogen), and with TO-PRO-3 iodide (Invitrogen) for 1 hour in 0.05% 
saponin-2% FBS in PBS for nuclear staining. Cells were then washed 3 times in PBS. In some 
experiments, cells were incubated with Alexa-594 wheat germ agglutinin (WGA, Invitrogen) 
to stain plasma membranes. After labeling, coverslips were set in Fluoromount G 
(SouthernBiotech) on microscope slides.  
Time-Lapse Fluorescence Microscopy Analysis 
Human macrophages were cultivated in 8-well Lab-Tek Chamber Slide System (Thermo 
Scientific). Cells were infected for 20 min at 37°C with Crimson-expressing E. coli at a MOI 
of 10 bacteria/cell, washed in PBS, and incubated for 20 min at 37°C with 5 µM FZ3 in 
Hepes buffer. Cells were then washed in PBS and observed in a 37°C temperature-controlled 
box in Hepes buffer. Confocal microscopy analysis was performed with a LSM710 
microscope equipped with a x40 1.30 NA objective (Carl Zeiss, Inc.), recorded with Zen 
software (Carl Zeiss, Inc.) and movie was mounted with ImageJ software. Images were 
acquired every 15 s. 
AMG silver enhancement and processing for electron microscopy 
At selected time points p.i., cells were fixed overnight at 4°C with 2.5% glutaraldehyde in 
0.1M Na-cacodylate buffer containing 0.1M sucrose and 0.1% sodium sulfide. Cells were 
thoroughly washed with sucrose-containing Na-cacodylate buffer, and incubated for 60 min at 
RT, in the dark, with 1.5 ml of AMG developer. The latter consisted of a 60 ml gum Arabic 
solution and 10 ml Na-citrate buffer (25.5 g citric acid, 1 H2O + 23.5 g Na-citrate, 2 H2O 
added to 100 ml distilled water), 15 ml reductor (0.85 g of hydroquinone dissolved in 15 ml 
distilled water at 40°C) and 15 ml of a solution containing silver ions (0.12 g silver lactate in 
15 ml distilled water at 40°C) which were added immediately before use, while thoroughly 
stirring the AMG solution (Danscher, 1981). The AMG development was stopped by 
replacing the developer with a 5% Na-thiosulfate solution (in distilled water) for 10 min. 
Cells were washed extensively with distilled water (5 successive baths for 1 min each) and 
further processed for electron microscopy. After fixation and treatment according to the AMG 
procedure described above, cells were post-fixed for 1h at RT with 1% osmium tetroxide in 
0.1M Na-cacodylate buffer, pH 7.2, devoid of sucrose. They were washed with buffer, 
scraped off the dishes, concentrated in 2% agar in cacodylate buffer and treated for 1 h at 
room temperature with 1% uranyl acetate in Veronal buffer. Samples were dehydrated in a 
graded series of ethanol and embedded in Spurr resin. Thin sections (70nm-thick) were 
stained with 1% uranyl acetate in distilled water and then with lead citrate. As a control, 
infected cells were processed for conventional electron microscopy. In this case, cells were 
first fixed for 1h at RT with 2.5% glutaraldehyde in 0.1M Na-cacodylate buffer, pH 7.2, 
containing 0.1M sucrose, 5mM CaCl2 and 5mM MgCl2 before fixation with osmium tetroxide 
and subsequent processing as indicated above above. For quantification, 100-150 different 
bacilli per sample were examined for the distribution of zinc crystals on the outer surface of 
bacilli, the cell wall and the cytoplasm. Care was taken to avoid serial sections.  
Mouse infection 
Mice were housed in pathogen-free conditions and treated according to institutional animal 
care protocol no. 20080318/9, approved by the Regional Ethics Committee of Midi-Pyrénées 
(France) for Animal Experimentation (authorization no. MP/01/36/06/08). The survival of 
SCID mice was monitored over time, and mice were sacrificed when they showed signs of 
suffering. 
qPCR and microarray analysis 
Briefly, the bacterial pellet was resuspended in 700 µl of RLT buffer supplemented with 1% 
β-mercaptoethanol and 500 µl of 0.1-mm glass beads (Biospec). Bacteria were disrupted with 
a bead beater (Qbiogene) for 5 minutes at 30 m.s− 1. After centrifugation for 15 s at 10,000xg, 
the supernatant was transferred to a new microcentrifuge tube and the beads were washed 
with an additional 300 µl of 1% β-mercaptoethanol-RLT buffer for 1 minute in the bead 
beater. After centrifugation for 15 s at 10,000xg, the supernatants were combined and treated 
according to the manufacturer’s recommendations (Qiagen). The residual genomic DNA was 
digested with an RNase-free DNase I (Ambion). RNA quality was assessed with a NanoDrop 
1000 apparatus (NanoDrop). 
The threshold cycle (Ct; the number of the cycle at which the amount of the amplified gene of 
interest reaches a fixed threshold) was then determined. Relative mRNA levels were 
calculated by the comparative Ct method. Relative levels of target mRNA, normalized with 
respect to an endogenous control (sigA for the mycobacterial RNAs, HPRT for the eukaryotic 
RNAs), were expressed as 2−ΔΔCt (fold), where ΔCt = Ct of the target gene − Ct of the control 
gene (sigA or HPRT), and ΔΔCt = ΔCt of the studied set of conditions − ΔCt of the calibrator 
conditions, as previously described (Livak and Schmittgen, 2001). The following 
oligonucleotide pairs were used to detect M. tuberculosis ctpA-J, ctpV, Rv3269 and sigA, 
respectively: ctpA-J-Fd and ctpA-J-Rv, ctpVFd and ctpVRv, Rv3269-Fd and Rv3269-Rv, 
SigA-Fd and SigA-Rv (Table S2). The following oligonucleotide pairs were used to detect H. 
sapiens MTF1, MT1, MT2, ZNT1/SLC30A1 and HPRT, respectively : MTF1-Fd and MTF1-
Rv, MT1-Fd and MT1-Rv, MT2-Fd and MT2-Rv, Znt1-Fd and Znt1-Rv, HPRT-Fd and 
HPRT-Rv (Table S2). 
For microarray experiments to assess the effect of zinc on the mycobacterial transcriptome, 
mycobacteria were exposed to 0, 50 or 500 mM ZnSO4 for four hours. RNAs were extracted 
using the procedure described above, were checked with the Nanodrop ND 1000 and 
Bioanalyzer 2100 Expert (Agilent), and were labeled with the Quick Amp Labeling kit 
(Agilent) where the oligodTprimer was replaced by a random primer T7 (SBI system 
Bioscience). The labeled RNAs were hybridized to a customized M. tuberculosis pan-
genomic microarray (Agilent, AMADID reference 019943) according to the One-Color 
Microarray-Based Prokaryote Analysis Protocol (Agilent). Microarray chips contained 60-
mer oligonucleotide probes designed for 4,040 open reading frames and 1,670 intergenic 
regions in the genome of M. tuberculosis H37Rv. In average 3 probes were used for each 
ORF, and 1 probe in each orientation in intergenic regions. Non-mRNA (structural RNAs) 
transcripts were excluded. The hybridised slides were scanned on an Axon 4000B (Molecular 
devices) and analyzed with FeatureExtraction V.9 (Agilent). Data were pre-processed, 
normalized, and analyzed using the LIMMA (linear models for microarray analysis) library of 
the Bioconductor R package (Smyth, 2005). 
Phylogenetic analysis 
We used Muscle software to align the sequences. Ambiguous regions (i.e. containing gaps 
and/or poorly aligned) were removed with Gblocks. The phylogenetic tree was reconstructed 
by the maximum likelihood method, as implemented in the PhyML program, with the WAG 
matrix and a gamma correction for variable rates of evolution. Internal branch reliability was 
assessed with the aLRT test. The values reported are aLRT values and only aLRT values >50 
are shown. 
Microarray access 
Fully annotated microarray data have been deposited in BµG@Sbase (accession number E-
BUGS-122; http://bugs.sgul.ac.uk/E-BUGS-122) and also ArrayExpress (accession number 
E-BUGS-122). 
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DISCUSSION 
A. INTOXICATION MICROBIENNE PAR LES MÉTAUX DE TRANSITION: UN NOUVEAU MÉCANISME DE 
DÉFENSE IMMUNITAIRE EN LIEN AVEC LA PHAGOCYTOSE 
Nos résultats mettent en lumière un nouveau mécanisme de défense contre les pathogènes 
intracellulaires utilisé par les macrophages. L’identification de signatures d’intoxication métallique dans 
le transcriptome de M. tuberculosis et des cellules hôtes pendant l’infection, notamment la forte 
augmentation de l’expression de plusieurs gènes mycobactériens codant pour les ATPases de type PIB 
transportant des métaux de transition, et de gènes cellulaires codant pour des protéines impliquées 
dans l’homéostasie du zinc, nous a orienté vers un rôle du zinc dans cette défense anti-microbienne. 
Nous avons en effet observé une libération de zinc intracellulaire suivant l’infection de macrophages par 
un pathogène, et une accumulation de ce métal dans le phagosome. Wagner et coll. en 2005 avaient 
mesuré par rayons X les concentrations de différents éléments dans le phagosome de plusieurs 
espèces mycobactériennes (358). Notre étude est la première à visualiser un métal de transition dans le 
phagosome. Grâce à une sonde fluorescente spécifique du zinc libre, et à l’adaptation d’une technique 
de microscopie électronique pour la révélation du zinc, nous avons pu directement observer 
l’accumulation dans le compartiment intracellulaire contenant le bacille. Cette accumulation n’est plus 
observée lors de l’inhibition de la NADPH phagocyte oxydase, qui permet la production de ROS. Le zinc 
libéré pourrait donc provenir des MT cytoplasmiques, qui relarguent le zinc chélaté lorsqu’elles sont 
soumises à un stress oxydatif. On peut alors imaginer plusieurs mécanismes non exclusifs les uns des 
autres : i/ le zinc est libéré de MT cytosoliques puis dirigé vers le phagosome par un transporteur 
phagosomal qui reste à identifier, ii/ le zinc est libéré de MT cytosoliques puis dirigé vers des vésicules 
intracellulaires pour ensuite atteindre le phagosome par fusion vésiculaire, iii/ le zinc est libéré 
directement de MT vésiculaires. Le mécanisme, et en particulier le transporteur, par lequel le zinc 
entrerait dans les vésicules et dans le phagosome reste encore inconnu. On peut supposer un rôle des 
transporteurs de zinc situés à la membrane. Les ZnT tel ZnT1, exporteurs au niveau de la membrane 
plasmique, sont des importeurs au niveau des vésicules (255). Un de ces transporteurs pourrait être 
responsable de l’entrée du zinc dans les vésicules de la voie endocytaire et lysosomale, puis les 
échanges entre ces compartiments et le phagosome durant sa maturation permettrait l’accumulation du 
métal. Afin de vérifier cette hypothèse, l’utilisation d’un inhibiteur de fusion membranaire comme la 
wortmannine (inhibiteur de la PI(3)-kinase), empêchant les échanges entre les vésicules, pourrait être 
envisagée. La présence d’un transporteur au niveau de la membrane phagosomale peut être vérifiée 
par marquage immunologique et observation en microscopie confocale par exemple, mais cela 
nécessite d’avoir un anticorps bien spécifique du transporteur. Dans l’équipe, l’expression de plusieurs 
transporteurs candidats, dont ZnT1, en fusion avec un rapporteur fluorescent dans une lignée de 
macrophages de souris a été réalisée, mais ce système était trop artificiel pour donner des résultats 
concluants. En effet, l’expression des gènes était trop forte, et les protéines localisées au niveau de 
toutes les membranes. Il faudrait envisager le clonage des gènes avec leur promoteur, afin de mimer 
les conditions in vivo. Notre transporteur candidat pour l’entrée de zinc dans le phagosome serait ZnT1, 
car son expression est ubiquitaire, forte dans les macrophages, et il est localisé au niveau de la 
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membrane plasmique et des vésicules intracellulaires (255). Nous avons ainsi en projet d’essayer de 
détecter Znt1 au niveau du phagosome mycobactérien, en microcopie confocale et en microscopie 
électronique, ainsi que l’extinction de l’expression de son gène par ARN interférence.  
En complément du mécanisme d’entrée du zinc dans le phagosome, il serait intéressant d’étudier les 
signaux déclencheurs de sa libération. S’agit-il directement de la liaison de la bactérie aux PRR, ou de 
cytokines proinflammatoires sécrétées par des cellules déjà infectées ? Par exemple, il a été montré 
que la stimulation par du LPS ou de l’IFNγ provoque l’induction de l’expression du gène codant pour le 
transporteur de cuivre Ctr1, donc l’augmentation de l’import de cuivre dans le macrophage et le 
recrutement du transporteur ATP7A à la membrane des vésicules post-Golgi, et au phagosome lors 
d’infection par E. coli (367). ATP7A permet l’entrée du cuivre dans le phagosome et l’intoxication de la 
bactérie. L’extinction de l’expression du gène codant pour le transporteur par ARN interférence mène à 
une meilleure survie bactérienne. Un des moyens pour identifier un transporteur responsable de l’entrée 
du zinc dans le phagosome serait d’éteindre l’expression du gène candidat et d’observer une diminution 
de l’accumulation du métal, ainsi qu’une meilleure croissance des bactéries intracellulaires, ce qui est 
en cours au laboratoire. 
Pour l’instant, seuls le zinc et le cuivre ont été identifiés comme s’accumulant dans le phagosome 
(indirectement pour le cuivre, 351, 349, 368). Il serait intéressant de tester les autres métaux tels que le 
nickel ou le cobalt. Cependant, les métaux de transition les plus abondants dans la cellule sont le fer, le 
magnésium, le zinc et le cuivre, et des métaux tels que le nickel, le cobalt ou le cadmium ne jouent 
probablement qu’un rôle mineur de part leur toxicité au niveau cellulaire. 
En réponse à cet environnement toxique la bactérie induit l’expression des gènes codant pour les 
protéines impliquées dans l’export. Ainsi M. tuberculosis utilise l’ATPase de type PIB CtpC pour exporter 
le zinc et résister à la forte concentration observée dans la phagosome.  
On retrouve dans la littérature d’autres exemples de pathogènes intracellulaires ayant développé des 
mécanismes de résistance aux fortes concentrations de métaux de transition dans le phagosome, 
notamment de cuivre. Ainsi, les mutations des gènes codant pour l’ATPase de type P CopA chez E. coli 
et 2 ATPases de type P, GolT et CopA, exportant le cuivre chez S. enterica sv. thyphimurium rend les 2 
bactéries plus susceptibles aux actions bactéricides du macrophage (367, 369). Chez M. tuberculosis, 
la mutation de ctpV (exporteur de cuivre) entraine une atténuation de la survie de la souche dans les 
poumons de cochons d’Inde après 21 jours d’infection, qui n’est plus observée après 42 jours, même si 
les poumons des animaux infectés par la souche sauvage ou complémentée présentent plus de 
dommages que ceux des animaux infectés avec le mutant. Dans le modèle d’infection de souris, 
aucune différence n’a été observée dans la charge bactérienne des poumons infectés par la souche 
sauvage ou mutée dans ctpV, mais les souris infectées par le mutant vivent plus longtemps que celle 
infectées par la souche sauvage, ce phénotype n’étant que partiellement restauré par complémentation 
génétique. De la même manière que pour les cochons d’Inde, les poumons des souris infectées avec le 
mutant présentent moins de dommages que les poumons des souris infectées avec la souche sauvage 
ou complémentée (349). Ainsi, CtpV semble jouer un rôle dans la virulence de M. tuberculosis, malgré 
Figure 17: Expression des gènes codant pour des Ctp 
dans la souche mutée dans ctpC vs. la souche sauvage. 
M. tuberculosis ctpC::KanR et sauvage ont été exposées à 0 
et 500 µM ZnSO4. Les ARN ont été extraits et l’expression 
de différents gènes codants pour des Ctp a été quantifiée 
par RT-PCR quantitative. 
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des phénotypes mitigés lors des infections des modèles animaux, peut-être dus à la présence d’un 
autre exporteur de cuivre, comme une autre Ctp, telles que CtpA ou CtpB, prédites également pour 
transporter ce métal et qui pourrait compenser un défaut de CtpV. Chez Streptococcus pneumoniae, 
l’expression d’opérons codant pour des gènes impliqués dans la résistance au cuivre, dont copA,  est 
induite lors de l’infection de souris, et un mutant dans copA montre un défaut de virulence (370). Chez 
Pseudomonas aeruginosa, la mutation du gène codant pour l’ATPase de type P CueA permettant la 
résistance au cuivre entraine également une réduction de la virulence de la souche in vivo (371). 
Cependant, chez Listeria monocytogenes, la mutation de la P-type ATPase CopA, impliquée dans la 
résistance au cuivre, n’affecte pas la survie de la bactérie en macrophages in vitro et en souris in vivo. 
Ce résultat peut être dû au fait que, contrairement à E. coli, M. tuberculosis ou S. enterica, L. 
monocytogenes peut sortir du phagosome vers le cytoplasme (372), échappant ainsi à l’environnement 
toxique du phagosome (373). Chez Legionella pneumophila, la délétion d’une région génomique codant 
pour plusieurs systèmes d’efflux putatifs, dont une ATPase de type P, CopA, médiant effectivement 
l’export de cuivre, n’a pas d’effet sur la survie de la bactérie en macrophages et en amibes (374). Le 
génome de L. pneumophila code pour d’autres ATPases de type P qui pourraient être impliqué dans 
l’export de cuivre et la survie intracellulaire, et compenser la perte de CopA. En plus des ATPases de 
type P, d’autres transporteurs semblent jouer un rôle dans la virulence de bactéries intracellulaires. 
Ainsi chez M. tuberculosis, l’inactivation du gène codant pour MctB, une porine conférant une 
résistance au cuivre, induit une baisse de la virulence lors de l’infection de cochons d’inde (332).  
L’intoxication par les métaux de transition semble donc être un mécanisme de défense non spécifique 
utilisé par les phagocytes, auquel les pathogènes font face en utilisant principalement leurs pompes 
d’efflux. Chez M. tuberculosis, on retrouve un nombre inhabituel d’ATPases de type P, dont 7 du type 
PIB, prédites pour transporter des métaux de transition. On peut se poser la question du rôle de tous ces 
transporteurs de type P. Sont-ils redondants ? Les gènes codant pour deux ATPases de type P, CtpF et 
CtpG, sont absents de certaines souches cliniques, ce qui suggère effectivement un rôle secondaire, ou 
l’existence d’homologues fonctionnels redondants, pour ces deux protéines, qui auraient donc été 
perdues dans quelques cas. Dans leur étude, Ward et coll. ont montré que lors de l’exposition de la 
souche M. tuberculosis délétée de ctpV à une forte concentration de cuivre, l’expression de ctpG était 
induite, indiquant que ce transporteur pourrait prendre le relais de l’export du cuivre lors de la 
défaillance de CtpV (349). Dans la souche n’exprimant plus ctpC, lors de l’exposition à une forte 
concentration en zinc, l’expression de ctpG, et dans une moindre mesure celle de ctpJ, est également 
plus forte que dans la souche sauvage (figure 17). On peut imaginer que CtpG est un transporteur de 
faible affinité mais à large spécificité, permettant l’export au moins du zinc et du cuivre, lorsque les 
transporteurs de forte affinité, tels que CtpV et CtpC, sont absents. Ainsi dans les souches sauvages, 
CtpG ne serait pas indispensable à la résistance à de fortes concentrations de métaux de transition et 
aurait donc été perdu dans certaines souches. Une autre observation intéressante est qu’un grand 
nombre de Ctp est retrouvé chez les mycobactéries pathogènes telles que M. bovis ou M. marinum, 
mais pas chez M. smegmatis ou M. leprae où l’on n’en trouve que 6 et 5 respectivement. Si l’on émet 
l’hypothèse que les ATPases de type P étaient présentes dans la souche ancestrale des 
mycobactéries, leur permettant de résister à de fortes concentrations en métaux du sol par exemple, 
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pourquoi M. smegmatis aurait-il perdu certaines de ces protéines ? A l’inverse, si l’ancêtre commun ne 
contenait qu’un nombre limité d’ATPases de type P, pourquoi M. tuberculosis aurait acquis autant de 
transporteurs de métaux ? Pour répondre à ces questions, il faudra tout d’abord déterminer le rôle de 
chacune de ces ATPases, et notamment il serait intéressant de connaître le ou les substrats 
transportés par les ATPases de type P « atypiques » (CtpE, H, I). Afin d’orienter vers des possibilités de 
substrats, la fusion du promoteur des gènes codant pour ces protéines avec un gène rapporteur, un 
travail que nous avons initié au laboratoire, permettra de cribler des activateurs de la transcription. In 
vitro, tout d’abord, l’incubation de souches contenant de telles constructions avec différents métaux, 
constitue un premier test simple pour définir des substrats potentiels. De plus, l’expression des gènes 
codant pour les différentes Ctp de M. tuberculosis chez M. smegmatis est une méthode simple et rapide 
pour tester les différents substrats, par des courbes de croissance en excés ou en absence de métaux. 
La construction de mutants chez M. tuberculosis est longue et fastidieuse mais est obligatoire pour 
confirmer le rôle d’une protéine dans cette bactérie et réaliser ensuite des essais de survie et de 
virulence in vivo. L’utilisation des souches rapportrices de l’induction des ctp lors d’infection de 
macrophages permettra d’identifier les Ctp dont l’expression est réellement induite durant l’infection. 
Relier ce résultat avec le substrat transporté identifiera les métaux que l’on retrouve en grande quantité 
dans le phagosome. UN tel outil permettra également d’établir une cinétique d’accumulation des 
métaux dans la vacuole. Une telle étude des Ctp permettra d’établir lesquelles de ces pompes jouent un 
rôle important dans la survie des mycobactéries dans les macrophages in vitro et in vivo chez la souris, 
et ainsi de réaliser des choix lors de la construction de souches délétées de plusieurs Ctp. On pourra 
choisir des Ctp soupçonnées de transporter le même substrat et ainsi éviter les compensations, ou 
transportant différents substrats, afin d’affaiblir plus fortement la souche en la rendant sensible à 
plusieurs métaux. On pourrait ainsi envisager un double mutant ctpC et ctpG, ou ctpC et ctpV. Ces 
souches, si elles sont très atténuées, pourraient constituer des candidats vaccins. L’avantage est qu’il 
s’agirait de vaccins M. tuberculosis vivants, donc très immunogènes, qui s’inscriraient dans la stratégie 
de remplacement du vaccin BCG actuel. 
Pour l’instant, seuls CtpC et CtpV ont été étudiés, et un rôle dans l’export du zinc et du cuivre, 
respectivement, leur a été attribué, sur la base du phénotype de sensibilité aux métaux des souches 
mutées. Une caractérisation biochimique serait intéressante afin de confirmer le rôle de transporteur de 
ces protéines. Ainsi il a été déterminé par expression dans des vésicules constituées de membrane 
inversées et par la mesure des flux de métaux et d’hydrolyse de l’ATP, que ZntA, ATPase de type PIB 
d’E. coli, exportait les ions Zn
2+
, Cd
2+
 et Pb
2+ 
(299, 375, 376). De telles expériences pourraient être 
réalisées avec les différentes Ctp. La résolution de la structure de CtpC s’avérerait également 
intéressante. En prenant comme modèle la structure du domaine N-terminal de l’ATPase de type P 
ZiaA de Synechocystis PCC 6803 (377), des collaborateurs (P. Deschavanne & P. Tuffery, Paris) ont 
modélisé le domaine N-terminal de CtpC et identifié les résidus potentiellement impliqués dans la 
liaison au métal. La mutation de ces résidus devrait inactiver la fonction de la protéine.  
L’étude du gène situé en amont de ctpC, et codant pour une protéine qui pourrait posséder une activité 
chaperonne, est envisagée au laboratoire. Ce gène est conservé, en opéron avec ctpC, dans le 
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génome des mycobactéries, suggérant une fonction de concert avec CtpC. Il existe des protéines que 
l’on appelle métallochaperonnes, qui jouent un rôle dans le transport du cuivre par les ATPases de type 
P. Par exemple Atx1 de Synechocystis PCC 6803 chélate l’ion Cu
+
 et le présente ensuite à la l’ATPase 
de type P PacS (377). Cela permet d’éviter la toxicité du Cu
+
 libre dans la cellule, et également 
empêche le transport non spécifique de ce métal par un autre transporteur. En effet, le domaine N-
terminal de ZiaA possède une plus grande affinité pour le cuivre que pour le zinc, mais il n’interagit pas 
avec AtX1 et donc n’a pas accès au cuivre (377). Cette étude, par Banci et coll., met en avant, de 
manière intéressante, un rôle des interactions protéine-protéine dans la sélection du métal transporté 
plutôt que de l’affinité des protéines pour un métal donné. Par analyse RMN et par des essais double 
hybride, il a été montré que la métallochaperonne CopZ de Bacillus subtilis interagit avec le domaine N-
terminal de l’ATPase de type P exportant le cuivre CopA (378, 354). Elle n’est toutefois pas 
indispensable à la fonction de cette dernière, même si elle y participe. Ainsi la souche délétée de copZ 
ne montre qu’une légère diminution de la tolérance au cuivre, et le double mutant copA-copZ est moins 
résistant au cuivre que les simples mutants copA ou copZ (354). Les effets de CopA et CopZ 
s’additionnent, probablement dû à la présentation du cuivre par CopZ à CopA, permettant un export 
efficace, et le rôle de chélation du cuivre de CopZ. De même, CopZ de L. monocytogenes semble jouer 
le même rôle que chez B. subtilis. La délétion de copZ n’a pas d’effet sur la tolérance au cuivre, mais 
augmente la transcription de l’opéron csoR-copA-copZ (373). En effet, CopZ, en chélatant le cuivre, 
restreint l’accès au régulateur transcriptionnel de l’opéron, CsoR. Lorsqu’il est absent, CsoR a 
directement accès au cuivre intracellulaire, et la répression de la transcription de l’opéron est plus 
rapidement levée. La métallochaperonne CopZ d’Enteroccocus hirae fonctionne différemment. Chez 
cette bactérie, l’opéron copYZAB est impliqué dans l’import et l’export du cuivre. Le cuivre entre par 
CopA, puis est transféré à CopZ qui interagit alors avec le régulateur transcriptionnel CopY, ce qui 
permet de lever la répression de la transcription. En conditions de fortes concentrations en cuivre, CopZ 
est dégradée, probablement pour éviter l’accumulation de cuivre dans le cytoplasme, et l’activation de 
l’opéron, et donc de l’import de cuivre (379). 
Chez M. tuberculosis, il existe 3 gènes codant pour des métallochaperonnes putatives, situés en amont 
des gènes codant pour ctpC, ctpG et ctpV. La conservation de l’association chaperonne/ATPase de 
type P suggère un partenariat entre ces protéines. On ne le retrouve cependant que pour ces 3 Ctp, et 
non pour les autres. Pour CtpG et CtpV, les opérons sont composés de manière classique, c'est-à-dire 
avec un gène codant pour un régulateur transcriptionnel, un codant pour une métallochaperonne suivi 
d’un codant pour une ATPase de type P (348). L’opéron contenant ctpC cependant semble n’être 
constitué que de ctpC et du gène codant pour la métallochaperonne putative Rv3269. L’étude de 
Rv3269 serait intéressante, étant donné qu’elle serait certainement spécifique du zinc, « tant donné le 
rôle de CtpC, et les seules métallochaperonnes étudiées jusqu’à maintenant sont spécifiques du cuivre. 
La mutation de rv3269 peut être réalisée, afin d’étudier le phénotype du mutant par rapport à la 
résistance au zinc, et notamment savoir si la protéine est indispensable au fonctionnement de CtpC. On 
peut également envisager la délétion de l’opéron entier, pour étudier le rôle de la chaperonne seule 
dans la résistance. En l’exprimant chez M. smegmatis, la protéine peut être purifiée, et des tests sur 
colonne d’affinité aux métaux peuvent être effectués, afin d’étudier la liaison aux différents métaux. Des 
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tests de copurification CtpC-Rv3269 peuvent également être effectués, en présence ou non de zinc, 
pour tester l’interaction entre les deux protéines, ainsi que des expériences de double-hybride. Ces 
expériences seront concluantes dans le cas où effectivement Rv3269 joue un rôle de présentation du 
métal à CtpC. Si Rv3269 fonctionne en partenariat avec un régulateur transcriptionnel, afin de réguler la 
transcription de l’opéron, il faudra tout d’abord identifier ce régulateur. Il existe plusieurs régulateurs 
transcriptionnels répondant aux métaux chez M. tuberculosis. Deux régulateurs, Rv2358 et Zur (ou 
FurB/Rv2359) répondent au zinc mais semblent plutôt impliqués dans la régulation de l’import du zinc 
(380, 330). En amont de ctpG, on retrouve cmtR, codant pour un régulateur transcriptionnel répondant 
au cadmium et au plomb et réprimant la transcription de son opéron (381, 350). NmtR, dont le gène est 
situé en amont de ctpJ, et KmtR, répondent tous les deux au cobalt et au nickel. KmtR se lie en amont 
de son propre gène et de celui codant pour Rv2025c, un transporteur CDF (382). 5 autres gènes codent 
pour des régulateurs transcriptionnels putatifs répondant aux métaux, rv2640c, rv2034, rv0081, rv0576, 
rv2642. Dans le génome de M. tuberculosis, Rv2640c et rv2642 entourent cadI, dont l’expression est 
induite par le cadmium (383). Nous avons retrouvé ces 3 gènes fortement induit par 500µM de ZnSO4 
dans le transcriptome de M. tuberculosis. La fonction de CadI n’a pas été élucidée. Les genes 
homologues retrouvés dans une grande variété de bactéries, sont situés adjacents ou proches d’un 
opéron impliqué dans la résistance à l’arsenic, ce qui est le cas chez M. tuberculosis, rv2642 étant en 
opéron avec le gène arsC, codant pour une protéine de résistance à l’arsenic (383). Rv0081 a été 
identifié comme régulateur potentiel de l’opéron rv3269-rv3270, dans les données de ChIP-Seq de TB 
Database (http://genome.tbdb.org/annotation/genome/tbdb/ChipSeqIndex.html).  
 
Une autre question soulevée par notre étude est l’effet du zinc sur M. tuberculosis. Quels sont les 
mécanismes entrainant la mort bactérienne ? Le zinc exerce des effets pléiotropes dans une cellule ou 
une bactérie, et il sera certainement très difficile d’isoler une voie affectée par une forte concentration 
en zinc et provoquant la mort des bactéries. Notre transcriptome, réalisé sur M. tuberculosis exposé 
pendant 4 heures à 50 et 500µM en ZnSO4, c'est-à-dire des concentrations n’affectant pas ou peu sa 
croissance, ne nous a pas permis d’identifier de cibles potentielles de l’action du zinc. Cependant, un 
transcriptome réalisé avec une concentration en zinc affectant la viabilité de la mycobactérie (>1mM), et 
avec plusieurs temps d’exposition, de 4 heures à 72 heures, permettrait peut-être d’obtenir de meilleurs 
résultats.  
Ainsi la découverte de ce nouveau mécanisme de défense immunitaire et de la réponse des bactéries 
intracellulaires, notamment de M. tuberculosis, ouvre la voie à de nombreuses études, que ce soit au 
niveau cellulaire ou bactérien, afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu, et aboutir 
éventuellement à des applications thérapeutiques. 
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Figure 18: Croissance de M. tuberculosis dans les poumons de souris soumises à différents 
régimes en zinc. Des souris BALB/C nourries pendant 3 semaines avant infection avec un régime 
à faible taux (0.85ppm), taux moyen (30ppm), ou fort taux (180ppm) de zinc, puis infectées par M. 
tuberculosis (~1000 CFU/souris). Après 1, 21 et 42 jours d’infection, les unités formant colonies 
(CFU) sont dénombrées.  
52 
 
 
B.  LE ZINC ET LA TUBERCULOSE 
Un des principaux facteurs de risque de la tuberculose est la malnutrition, provoquant en particulier de 
nombreuses déficiences en micronutriments essentiels. Plusieurs études ont rapporté de faibles 
concentrations en zinc et vitamine A (VitA) chez des adultes et des enfants atteints de tuberculose (384,  
385, 386, 387, 388, 389). De nombreux essais cliniques ont été menés sur la supplémentation en VitA 
et zinc durant le traitement anti-tuberculeux, générant des résultats contradictoires. La supplémentation 
en VitA seule ne semble pas avoir d’effet bénéfique (384). La supplémentation en zinc permet de 
reverser les symptômes dus à la déficience en zinc et de réduire l’incidence et la sévérité de diarrhées 
et de pneumonies chez les enfants (390).  
Dans leur étude, Karyadi et coll. ont montré que la supplémentation en VitA et zinc (15 mg/jour) 
permettait une conversion plus rapide des crachats des patients et accélérait la résolution des lésions 
pulmonaires (391). Dans deux études indépendantes, Range et coll. n’ont observé aucun effet sur la 
conversion des crachats de patients après 2 mois, suite à la supplémentation en plusieurs vitamines, 
dont VitA, et en zinc (45 mg/jour) mais un effet positif sur le poids des patients et sur le taux de mortalité 
(392, 393). Dans l’étude menée par Green et coll., les patients VIH + atteints de tuberculose ont suivi un 
régime supplémenté avec 50mg de zinc par jour et aucun effet bénéfique n’a été observé (394). En 
2011, Visser et coll. n’ont pas observé d’effet bénéfique significatif sur le taux de conversion de 
crachats à 8 semaines par la supplémentation en VitA et zinc (395).  
Ces résultats contradictoires peuvent être expliqués par la longueur des études (à court terme il ne 
semble pas y avoir d’effet, comme par exemple sur la conversion des crachats après 2 mois, mais à 
plus long terme, sur la mortalité par exemple, il semble y avoir un effet bénéfique) et par l’avancement 
de la maladie chez les différents patients. Une autre explication peut résider dans les variations 
interindividuelles, comme par exemple la concentration du zinc dans le sérum, ou par des 
polymorphismes génétiques. En effet, ces derniers, au niveau de nramp1, sont associés à une 
susceptibilité accrue à la tuberculose chez l’homme (11, 396). Egalement, Martineau et coll. ont montré 
que la complémentation en VitD3 a un effet positif sur le traitement antituberculeux chez les patients 
portant le génotype tt au niveau du polymorphisme TaqI du récepteur à la VitD (397). On peut alors 
imaginer que des polymorphismes au niveau de récepteurs impliqués dans le transport du zinc, ou au 
niveau des transporteurs eux-mêmes, pourraient être impliqués dans la résistance à la tuberculose. 
Ainsi, la complémentation en zinc pourrait être efficace et bénéfique chez des patients possédant un 
niveau bas en zinc, ou présentant des polymorphismes diminuant l’efficacité de transport du zinc. 
Afin d’étudier l’effet de la teneur en zinc du régime sur la résistance à l’infection par M. tuberculosis, 
nous avons nourri des souris avec des régimes contenant différentes concentrations en zinc (basse, 
0,85 ppm, moyenne, 30 ppm, haute, 180 ppm) pendant 3 semaines, puis nous les avons infectées 
(figure 18). Les résultats montrent que, si une forte teneur en zinc dans la nourriture ne semble pas 
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influer sur la résistance au pathogène, une faible teneur, au contraire, diminue la capacité des souris à 
combattre la bactérie, et la charge bactérienne retrouvée dans les poumons après 21 et 42 jours 
d’infection est supérieure. Ces résultats corroborent l’hypothèse selon laquelle les patients réagissant 
positivement à la complémentation en zinc pourraient être ceux ayant un faible taux de zinc systémique.  
Cependant l’exemple de l’hémochromatose illustre la difficulté de prédire la susceptibilité à une infection 
à partir d’une déficience ou au contraire accumulation d’un élément dans l’organisme. En effet, les 
patients atteints d’hémochromatose ont un taux trop élevé en fer dans le sang, ce qui les rend 
susceptibles à de nombreuses infections (398). Cependant, les macrophages de ces patients 
contiennent au contraire peu de fer, ils sont ainsi moins sensibles à l’infection par M. tuberculosis que 
les personnes saines (399).   
Ainsi même s’il est difficile de faire un lien direct entre la complémentation de l’alimentation en zinc et 
son effet au niveau des macrophages dans la lutte contre M. tuberculosis, il est possible que dans 
certains cas, cette complémentation soit efficace, ne serait-ce que par le rôle indispensable que joue le 
zinc au niveau cellulaire.  
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CONCLUSION 
 
L’objectif de mon projet de thèse était d’étudier le rôle du zinc dans la tuberculose et plus précisément 
dans l’interaction hôte-pathogène, ayant été mis sur la voie par l’analyse des transcriptomes cellulaires 
et mycobactériens durant l’infection. Nous avons pu mettre en évidence un mécanisme de défense 
utilisé par les macrophages contre M. tuberculosis visant à l’empoisonner en accumulant du zinc dans 
le phagosome. Le bacille résiste à cette forte concentration en exportant le métal par l’ATPase de type 
P CtpC. Lorsque cette protéine est absente, M. tuberculosis devient très susceptible à de fortes 
concentrations en zinc, et sa virulence est atténuée en macrophages humains. En parallèle de nos 
travaux, d’autres groupes ont mis en évidence le rôle d’un autre métal de transition dans la lutte contre 
M. tuberculosis, le cuivre (349, 332). Le cuivre et le zinc semble jouer le même rôle pendant l’infection, 
ils s’accumulent dans le phagosome afin d’affaiblir le bacille, en vue de l’éliminer complètement, en 
combinaison avec les autres mécanismes bactéricides déployés par le macrophage. M. tuberculosis a 
développé des mécanismes de résistance contre cet empoisonnement, comme l’efflux du zinc par 
CtpC, et du cuivre par CtpV et MctB. Aujourd’hui, seules ces 3 protéines sont impliquées dans la 
résistance aux métaux de transition, mais il en existe peut-être d’autres, et leur découverte permettra 
d’obtenir des souches très atténuées qui pourront éventuellement devenir des candidats pour un 
nouveau vaccin contre la tuberculose.  
Ce mécanisme de défense immunitaire n’est pas restreint à M. tuberculosis, et semble être utilisé par 
les macrophages contre tous les pathogènes intracellulaires. Ainsi le zinc et le cuivre sont impliqués 
dans la défense contre E. coli (notre étude, White JBC 2009). Le rôle des pompes d’efflux à cuivre a 
également été démontré chez d’autres bactéries intracellulaires telles que S. enterica, S. pneumoniae 
ou P. aeruginosa (369, 370, 371). Pour l’instant, seule notre étude s’est attachée à montrer un rôle du 
zinc dans l’interaction hôte-pathogène, mais de manière analogue au cuivre, ce métal est très 
certainement impliqué dans la défense contre de nombreux pathogènes. 
L’identification des acteurs cellulaires impliqués dans la libération du zinc intracellulaire ainsi que son 
accumulation dans le phagosome permettra une meilleure compréhension de ce nouveau mécanisme 
de défense immunitaire et éventuellement il pourrait en découler des applications au niveau clinique. En 
effet, une part des susceptibilités à la tuberculose pourront peut-être s’expliquer par des défaillances au 
niveau de ce système. Des déficiences en zinc ou en cuivre au niveau systémique pourraient 
également expliquer une susceptibilité accrue.  
Au point de vue thérapeutique, l’étude de l’effet du zinc sur les bactéries, c'est-à-dire l’identification des 
cibles du métal et des mécanismes par lesquels la mort est provoquée, ouvrira la voie à de nouveaux 
candidats pouvant constituer des cibles d’antibiotiques par exemple. 
Notre étude sur le zinc, ainsi que celles réalisées sur le cuivre, ouvrent un nouveau chapitre dans 
l’étude des interactions entre les cellules hôtes et les pathogènes. L’étude des nutriments dans  
l’infection a été jusqu’à maintenant gouvernée par le paradigme NRAMP, suggérant une privation 
provoquée par l’hôte pour affaiblir le pathogène. Même si nos résultats ne sont pas en désaccord avec 
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ce modèle, puisqu’il ne s’agit pas des mêmes éléments étudiés, ils posent un nouveau concept 
d’empoisonnement microbien à prendre en compte dans les futurs travaux portant sur la survie 
intraphagosomale des pathogènes.  
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